So aly: 1988. 


WITH * THE | COOPERATION OF Z 


SHIGERU AKAMATSU, Chiba; NOBORU ARIYAMA,. Niigata; KIKO GOTO, Kyoto; 
SHIGERU TODA, Hoten; SHICHIZO. KATO, Kumamoto; MITSUGI KIKUCHI, 
‘okyo; KEIZO KODAMA, Fukuoka; CHIKAHIKO KOIDZUMI, Tokyo; SHIGERU 
<OMATSU, Kyoto; YASHIRO KOTAKE, Osaka; KANAYE MAYEDA, Kyoto; KOJI 
MIYAKE, “Sapporo; TAKEYOSHI -NAGAYAMA, Tokyo; HAZIME MASAMUNE, 
s apporo; YUZURU_ OKUDA, Fukuoka; TETSUTARO TADOKORO, © Sapporo; 
-TAKAOKI SASAKI, Tokyo; GOZO SATO, Keijo; TORAI SHIMAMURA, Tokyo; 
TAYE! SHIMIDZU, Okayama; UMETARO SUZUKI, Tokyo; YUUJI SUYEYOSHI, 
‘Tokyo; MASAJI TOMITA, Taihoku; SENJI UCHINO, Sendai; TOYOO UCHINO, 
Serres pagesags YAMAKAWA, Faky; KIYOHISA YOSHIMURA, Kagoshima. 


EDITED BY 


SAMURO KAKIUCHI 
: Professor in the Tokyo Imperial University 


TOKYO 


THE J JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
n Atchome ue Ushigome, 


Price: $5.50 per volume, 


eae | 


QP 
501 
J67 


THE JOURNAL 
OF 


BIOCHEMISTRY 


WITH THE COOPERATION OF 


SHIGERU AKAMATSU, Chiba; NOBORU ARIYAMA, Niigata; KIKO GOTO, Kyoto; 
SHIGERU TODA, Hoten; SHICHIZO KATO, Kumamoto; MITSUGI KIKUCHI, 
Tokyo; KEIZO KODAMA, Fukuoka; CHIKAHIKO KOIDZUMI, Tokyo; SHIGERU 
KOMATSU, Kyoto; YASHIRO KOTAKE, Osaka; KANAYE MAYEDA, Kyoto; 
KOJI MIYAKE, Sapporo; TAKEYOSHI NAGAYAMA, Tokyo; HAZIME MASA- 
MUNE, Sapporo; YUZURU OKUDA, Fukuoka; TETSUTARO TADOKORO, 
Sapporo; TAKAOKI SASAKI, Tokyo; GOZO SATO, Keijo; TORAI SHIMAMURA, 
Tokyo; TAYEI SHIMIDZU, Okayama; UMETARO SUZUKI, Tokyo; YUUJI 
SUYEYOSHI, Tokyo; MASAJI TOMITA, Taihoku; SENJI UCHINO, Sendai; 
TOYOO UCHINO, Nagasaki; MAKOTO YAMAKAWA, Tokyo; KIYOHISA YOSHI- 
MURA, Kagoshima. 


EDITED. BY 


SAMURO KAKIUCHI 


Professor in the Tokyo Imperial University 


VLOUME 28 
TOKYO 
1938 


CoPpyriIGHT 1938 


BY 


THE JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 


PUBLISHED BY THE JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 


CONTENTS TO VOLUME 28. 


Page 


KANEKO, Sei. Uher die katalytische Decarboxylierung der B-Ketosiure 
MASAMUNE, Hajime and Yasuhisa TANABE. Biochemical studies on 
carbohydrates. XXXIII. On quantitative analysis of sugars in gly- 
coproteins by fractionation of their hydrolysates .................... 
KOBAYASI, Tadasi. Biochemical studies on carbohydrates. XXXIV. 
Polysaccharides trom urine. Marstsiaper! ih. 8a. uekedd tn Ae. otek 
TANAKA, Seii. Hine Mikromethode zur Sulfatbestimmung ........... 
KONUMA, Nobuo. Untersuchungen iiber den partiellen Abbau der 
Proteine. III. Mitteilung. Partielle Spaltung der Gelatine .......... 
YOSHIKAWA, Haruhisa. Studien iiber die Bedeutung des EHisenpor- 
phyrins im Zellstoffwechsel. II. Atmungsfahigkeit und die katalytischen 
Higenschaften der anaerob geziichteten und der unter Cyanzusatz 
COORG LCM TOCLONIET ee ine rey Aero ee am LT MS) tas Sd ane, Ei ae RIE 
MAEDA, Kenzi. Uber den Enfiuss einiger Spaltungsprodukte aus 
Nucleinsiure und der Gallensiure auf den Blutzuckergehalt .......... 
KUMAMOTO, Kyozaburo. Uber die synthetische Wirkung des Pepsins. . 
HANAOKA, Kenzi. Studies on N-Glycosides. I. Toluidine- and 
PRAVAT OMIT IN Cote OR AR CR SMD na Sette ee ete eo te: bls Bee ah oe dese on gnc 
WANAIK ASE Serie) “Uber die sultatase.. i210 .+.<e ore scea le wee 
ISHINO, Nobuyasu. Uber das Vorkommen der Cholsiiure in der 
AMIN CHENOA CRE ane wh nena: ete Meni corte nectent a ee take Aedhae Gel AUR ath 
MASAMUNE, Hajime and Humio HISAMURA. Biochemical studies on 
CAEMORVOLALDS | MexR CV GEC HONGFOSIN | | eae ea oe eh eae ieee ay 
HISAMURA, Humio. Biochemical studies on carbohydrates. XXXVI. 
A critique on preparation methods of chondroitinsulfuric acid from the 
MIECMDOME. OF Thee NL OLLS CD TAACHOM ", niet uo so «Adachi Oo yd see ree 
SHIMADA, Toshio. Zur Bestimmung der Cholsiure. II. Mitteilung: 


Eine Verbesserung zur Methode von Gregory und Pascoe ........ d 


MORI, Tanenao. Uber die Gallensiuren der Seebiirengalle ............ 
SIHN, Tai Sihk. Synthese der Chenodesoxycholsiure aus Dehydro- 
chenodesoxycholsiure durch Bacillus Coli Communis ................. 
SHIMADA, Toshio. Weitere Studien tiber die Benzaldehyd-Reaktion der 
ID Scarepaclivel REE eo MN Baten oe aee at Nan ca RRR eRe oir OLcrN, earn ee 
KAYASHIMA, Sinkichi. Effect of reduction and oxidation on the 
TEVEESEDIOraAcHION! OF LIVOr=eStOLASe! aivescie oclir ec wi Res ee nm Bela tee 
WAKABAYASI, Yoshio. Studies on nucleindeaminases. J. Guanine- and 
TIVOSUAMOSING-COAMMNASG) 200. .el se Sle heer sek ee voy ohn He Ae ete 
MORI, Toshio. Uber die Acylasewirkung. V. Mitteilung: Uber die 
Spaltumer dorePurturactylursaure sce ciek is oe Ce ee es 
MORI, Toshio. Uber die Peptonkérper der Gelatine. I Mitteilung. Das 


1 


iv / Contents 


Verhalten der Peptonkérper (Albumose, Pepton und Trypton) gegen- 


iiber verschiedenen Hnzymwirkungen ........+..5.-+-+--++-:----5-+>- 205 
HISAMURA, Humio. Biochemical studies on carbohydrates. 

XXXVII. On the carbohydrate moiety of chondromucoid ..... Ra once erly 
TANABE, Yasuhisa. Biochemical studies on carbohydrates. 

XXXVIII. Mucin from sublingual gland. First paper :............. 227 
NAWA, Kotaré. Studien iiber die Spezifitat des Histozyms ........... 237 


MURAO, Shizuo. Untersuchung tiber den Fettstoffumsatz des Seiden- 
raupenkérpers. Uber die Veriinderung des Steringehalts im Brut- 


Stadium: ders Seidenraupe ss 4) dese beaker ola nee eae nee ee 251 
NISHIMURA, Masaya. Uber die chemische Zusammensetzung der Gallen- 
SEGUNS cas US cecil ewes MER tI gC aS On a 265. 


MAKINO, Katashi. Uber die Konstitutionsfrage des antineuritischen 

Vitamins 
KUROSAWA, Tadao. Uber den Lipoidfaktor bei der Blutgerinnung ... 297 
TAKEHARA, Hiroyuki. On the action of arginase in the organism. 

I. Report. I. Experimental studies on the influence of various kinds 

of nutrition upon the action of arginase in the liver, kidney and spleen. 

II. Experimental studies on the influence of a carbohydrate diet and a 

protein-fat diet upon the action of arginase in a fasting condition .... 309 
TAKEHARA, Hiroyuki. On the action of arginase in the organism. 

Il. Report. Experimental studies on the influence of various poisons 


upon the action of arginase in the liver, kidney and spleen .......... 321 
MORI, Toshio. Uber die Peptonkérper der Gelatine. II. Mitteilung. Die 

fraktionierten Erepsindigestate des Peptons und des Tryptons ........ 333 

III. Mitteilung. Das fraktionierte Pepton und Trypton ............ 345 
AKASI, Syfizo. On the nucleic acid of typhoid bacillus of mice ........ 355 


KOYANAGI, Jokiti. Uber die Mikro-Bestimmungsmethode des Lipoid- 


phosphors nach Aka lia brat OTe rene oeeeeea ek meee een ee ee 371 
KAWASAKI, Osamu. Studies on tyrosinase. III. The effect of the addi- 
tion OL various! salts on when povatomtyrOsINasecmamn teil 383 
KAIJU, Masaru. Uber Arginasewirkung bei Kaninchen mit gestérter 
Heberfunk tion! , dss Scteewiscceee hae Reece ey ea ee 405 
EBIHARA, Tsutomu. Uber Ascorbinsiureoxydase. I. Verteilung der 
PASCORDINSAULCOX VG ase) 10 eden itl ANZ OTe tts elena ee een 415 
BEARD, Howard H. and Phillip PIZZOLATO. Further observations of 
the effect of parenteral injection of amino acids and related substances 
upon creatine formation and storage in the rat. A new theory of the 
origin of eneatine im the aninralo desea eee eee 421 
KAWAGUCHI, Shusaburo. A modification of the Abe’s method for the 
mucrodeterminationy ofmbile: acidinas ae eerie eee ne 445 
TAKEHARA, Hiroyuki. On the action of arginase in the organism. 
III. Clinical investigation on the blood arginase .................... 451 


TAKEHARA, Hiroyuki. Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der 
stickstoffhaltigen Bestandteile der Caecumwiinde des Kaninchens und 


Contents Vv 


LOCI OS meme pet te aap ma nS EN asec Recray aie ett: cacti neds Ay oer amhoee ya ae 463 
HISAMURA, Humio. Biochemical studeis on carbohydrates. 
XXXIX. Carbohydrates in the molecule of osseomucoid ............ . 473 


SUZUKI, Masami. Biochemical studies on carbohydrates. XL. Prepara- 
TON OT MNUCOMIN Crom. UmMbUICal GOrdS- 2c can cacti cae leo aur aoe ant 
UMEZAWA, Sumio and Hajime MASAMUNE. On detoxication of naph- 
thalene ingested, with special reference to a new uronic acid excreted. 


SECON GMTODORUMMT ee EECA a otros See 5 vale Oh tee Sere iw k ba Murxcueenees 487 


ati 
kita é 


Hee 
ist . 
Sgn 
vay, 
% ie rf 
[Tie 
aa 
PAS, 


ERRATUM. 


Between the line 13 and 14 of the page 398 of Vol. 27 insert the following line: 


et en dernier lieu on ajoute 1.00 c.c. d’acide sulfurique concentré. 


+ 


sf 
th 


The Journal of Biochemistry, Vol. 28, No. 1. 


UBER DIE KATALYTISCHE DECARBOXYLIERUNG 
DER (6-KETOSAURE. 


Von 


SEI KANEKO. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am. 1. Mirz 1938.) 


Beniya (1934) hat die katalytische Decarboxylierung der 
Acetessigsiure und Acetondicarbonsiiure durch manche organische 
Verbindungen untersucht. Dieser Versuch ist in den 2 Tatsachen 
begrtindet, die von Manaka(1931) und Widmark und Jeppson 
(1922) mitgeteilt wurden. Von unserer Theorie der Phosphatase- 
wirkung ausgehend, dass die Geschwindigkeit der Monoesterhydro- 
lyse von dem Dissoziationszustande sowohl des Substrats als auch 
des Ferments bedingt wird, hat Manaka die spontane Spaltung 
der Phosphosalicylsaure eigehend studiert und gefunden, dass die 
chemische Gruppe, die die Dephosphorierung katalysiert, die Car- 
boxylgruppe des Salicylséurerests ist, und dass fiir den spontanen 
Zerfall der Phosphosalicylsiure jene Carboxylgruppe sich in der 
dissoziierten Form befinden muss, wihrend der abzuspaltende Phos- 
phorsdurerest nur an seiner erststufigen Dissoziation ionisiert vor- 
handen sein muss. Die maximale Hydrolyse findet in der Tat 
bei Px 5.5 statt, wo die in solecher Weise dissoziierte Phosphosalicy]- 
saure in der Losung in maximaler Konzentration existiert. 
Widmark und Jeppson haben die Pu-Abhangigkeit der 
Geschwindigkeit der Decarboxylierung, die die Acetessigsdiure durch 
Anilin erleidet, untersucht und das Optimum in der Aziditaét ge- 
funden, die unter der Annahme, dass die undissoziierten Molekiile 
der Acetessigsdure und dés Anilins miteinander reagieren, aus den 
Dissoziationskonstanten der Acetessigsiure und des Anilins zu 
berechnen war. Beniya hat diese Angabe bestatigt und weiter 
bei manchen Aminoverbindungen die Beziehung ihrer katalysatori- 
schen Aktivitét zu der chemischen Konstitution untersucht. Unter 
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den gepriiften Aminoverbindungen war das o-Phenylendiamin der 
wirksamste Katalysator zur Decarboxylierung der Acetessigsaure 
and auch der Acetondicarbonsiure, wihrend seine Isomer, p- und 
m-Phenylendiamine, nur eine schwache Wirkung auszutiben im- 
stande waren. Ob derselbe Zusammenhang der. Aktivitat mit der 
Konstitution der Katalysatoren auch bei der Decarboxylierung 
anderer f/-Ketosiiuren zu beobachten sei, oder ob das Verhialtnis 
dabei in anderer Form herauskomme, ist eine Frage, die vom 
Standpunkt der organischen Chemie und besonders der Enzym- 
chemie als sehr interessant zu erwéhnen ist. 

Nach dieser Ideestellung habe ich unter der Leitung von Prof. 
Akamatsu die katalytische Decarboxylierung der Oxalessigsdure 
untersucht. Oxalessigsiure vermag in 2 Modifikationen auftreten, 
namlich als Oxyfumarsdure und Oxymaleinsdure. Beide Sauren 
sind in wiassriger Lésung bei verschiedener Aziditét schon bei 
Zimmertemperatur unbestandig und zerfallen spontan in Brenz- 
traubensdure und CO». Daher habe ich das Experiment bei 0° 
ausgefiihrt. Es gibt in der Literatur die Angaben, dass die Oxales- 
sigsdure durch Hefe oder Muskel decarboxylierbar sein soll. Die 
CO:2-Entwickelung bei den Versuchen, die bei Brutschranktempera- 
tur ausgefiihrt wurden, kann man jedoch nicht ohne weiteres als 
die Folge des fermentativen Zerfalls der Oxalessigsiure annehmen. 
Ich habe ja beobachtet, dass bei 37° 0.1320¢ Oxyfumarsiure in 
11.5 cem mit COzg gesattigtem Wasser, wobei Pu der Lésung 1.7 war, 
schon in 5 Minuten 0.50 cem CO» entwickelte, wahrend die gleiche 
Menge Oxyfumarsaure in 11.5 cem Acetatpuffer von Pu 4.2 in der- 
selben Zeit 2.00 cem CO» erzeugte. Falls 0.1820 2 Oxyfumarsiure 
in 11.5 eem Wasser vorher nicht mit COs gesattigt wurde, war die 
Volumzunahme durch COo-Entwickelung nun 0.05 eem in derselben 
Zeitdauer. Wieland (1924) hat schon bemerkt, dass auch die 
gekochten Muskeln wie die frischen mit gleicher Geschwindigkeit 
die Oxalessigsiiure zu decarboxylieren imstande war. 

Zur Bestimmung der sich entwickelnden Kohlensiure ist der 
Apparat von Kobayashi (1937) sehr vorteilhaft, der von ihm 
selbst zuerst bei den Studien der Brenztraubensdiuregirung ge- 
braucht wurde, weil er eine zeitliche genaue Messung der Volum- 
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zunahme in einfacher Weise erméglicht. Die Kohlenséiuremenge, 
die sich bei der Spaltung der Oxalessigsiiure entwickelt, wurde bei 
allen Versuchen jede 5 Minuten abgelesen. Da die Versuche 
ergaben, dass der CO2-Zuwuchs mit der Zeit geradlinig anstieg, 
war der gegenseitige Vergleich der katalysatorischen Aktivitit der 
recht verschiedenen Verbindungen sehr einfach. 

Hs ist schon seit Woh] (1907) wohlbekannt, dass die Decarbo- 
xylierung der Oxalessigsiure durch Anilin katalytisch gefordert 
wird. Ich habe zuerst die PH-Abhingigkeit der Anilinkatalyse 
untersucht. Das Pu-Optimum der Oxyfumarsaurespaltung war 
bei Pu 4.2-5.0 und das der Oxymaleinsiurespaltung bei Px 3.6-5.0. 
Das Verhialtnis ist aus Fig. 1 und Fig. 2 ersichtlich. 
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Bei der Priifung der katalysatorischen Aktivitat von ver- 
sechiedenen N-haltigen Verbindungen habe ich darauf verzichtet, 
jedesmal das Pu-Optimum zu ermitteln, und die Versuche bloss bei 
Pu 4.2-4.3 und Px 5.9-6.0 ausgefiihrt. Die erstere Aziditat liegt 
in der Mitte der Pu-Optima von Anilinkatalyse bei der Decarboxy- 
lierung der beiden Oxalessigsiureisomer und gehort dem PH- 
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Bereich an, wo das Essigsiure-Acetat-Puffer noch gut wirksam ist. 
Die andere Aziditit, Pu 5.9-6.0, wurde ausgewahlt, um zu sehen, 
ob es irgeneinen Katalysator gebe, der bei weniger saurer Reaktion 
als bei Pu 4.2 die Oxalessigsiure vielmehr in grosserem Masse zu 
spalten vermag, was aber, wie im experimentellen Teil angegeben, 
nicht der Fall war. 

Die Aktivitit der verschiedenen Substanzen wurde immer mit 
der des Anilins verglichen, weil die zuerst untersuchten Verbin- 
dungen alle die Derivate dem Anilins waren. 

Das Experiment wurde mit den 3 Isomern von Phenylendiamin 
begonnen. Nach Beniya ist die katalysatorische Wirkung des 
o-Phenylendiamins bei der Acetessigsiurespaltung 10 fach starker 
als die des Anilins, was ich, wie spiter erwahnt, auch feststellen 
konnte. Aber gegen die Oxalessigsiure war das o-Phenylendiamin 
fast unwirksam. Falls die 2te Aminogruppe sich zu meta- oder 
noch zu para-Stellung verschiebt, so kommt die Wirkung immer 
stirker zum Vorschein; die Wirkung des m-Diamins erreicht 
beinahe die des Anilins und das p-Phenylendiamin ist etwas wirk- 
samer als Anilin. 

Wird eine Hydroxygruppe dem Benzolkern des Anilins ein- 
gefiihrt, so wird die katalysatorische Wirkung des Aminobenzols 
im allgemeinen geschwacht. o-Aminophenol ist katalysatorisch 
ganz unwirksam, m-Aminophenol wirkt etwas und die p-Verbin- 
dung noch starker, aber die Wirkung der letzten Verbindung kann 
auch nicht die des Anilins erreichen. Die Aktivitatsreihe ist bei 
den Aminophenolen o<m<vp, wie bei den Phenylendiaminen. 

Wenn man eine Nitro- oder Carboxylgruppe in das Anilin ein- 
fuhrt, so wird die katalysatorische Wirkung in der Reihenfolge wie 
m>p>o geschwacht. m-Aminobenzoesdure ist so stark wirksam 
wie Anilin, aber der Anthranilsiure fehlt ginzlich die katalysatori- 
sche Wirkung. -Aminobenzolsulfonsiure, Sulfanilsiure, verhilt 
sich gegen Oxalessigsiure im gleichem Grad wie die p-Amino- 
benzoesaure. m-Nitroanilin ist an sich weniger aktiv als das Anilin, 
aber wirksamer als andere isomeren Nitroaniline. 

Kerner bei Hinfitthrung der Methylgruppe in den Benzolkern 
des Anilins bekommt man bekanntlich 3 Isomere, unter denen m- 
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Toluidin fast anderthalbmal stiirker wirksam als das Anilin ist, 
wahrend o- und p-Toluidine eine schwichere Wirkung ais das 
Anilin enttfalten. 

Wenn man die Toluidine an ihrem Benzolkern noch weiter 
methyliert, so entstehen die Xylidine, denen mannigfaltige Modi- 
fikationen von Stellungsisomie angehoren. Ich habe aber die 
Versuche nur mit vicin. o-Xylidin, asym. m-Xylidin und p-Xylidin 


ausgefiihrt. 
o-Toluidin m-Toludin p-Toluidin 
NH: NH: NH: 
. 0 
eA SZ \ 
CHs 
vicin. o-Xylidin asym. m-Xylidin p-Xylidin 
CH; CHs CHs 
Vie, AN wx 
| NH | Ouee | Ne 
Se Wee lary 
NH. CHs 


Vicin. o-Xylidin und p-Xylidin wirken beide fast gleich stark 
wie Anilin, wahrend asym. m-Xylidin eine mehr oder weniger 
schwachere Wirkung ausiibt. Bei dem vicin. o-Xylidin und p- 
Xylidin befinden sich 2 Methylgruppen gegentiber dem Amino- 
radikal in der ortho- und meta-Stellung. Die katalysatorische 
Aktivitat dieser beiden Xylidine liegt zwischen o-Toluidin und m- 
Toluidin und es lasst uns augenblicklich annehmen, dass bei der 
Oxalessigsiurespaltung jedes von beiden Xylidinen sich je wie ein 
Gemisch aus 4 Mol. o-Toluidin und 4 Mol. m-Toluidin verhalt, 
obgleich es sich um einen Zufall handeln konnte. Es ist auch 
interessant, dass asym. m-Xylidin, bei dem sich 2 Methylgruppen 
gegeniiber dem Aminoradikal in der ortho- und para-Stellung be- 
finden, fast in gleichem Grad aktiv wie o0-Toluidin und p-Toluidin 
ist, welche beiden, wie oben erwihnt, auch miteinander in gleichem 
Grad wirksam sind. 
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m-Toluylendiamin Amidol 
CHs OH 
ace fee 
WWE We 
NHz NH: 


m-Toluylendiamin und Amidol sind als Katalysatoren ziemlich 
wirksam, und hier sieht man die Aminoverbindungen, deren kataly- 
satorisches Vermégen das des Anilins bei weitem tibertrifft. Bei den 
Phenylendiaminen habe ich trotz den 2 Aminogruppen nicht immer 
stirkere Aktivitat als beim Anilin beobachtet. m-Toluylendiamin 
und Amidol gehéren auch zu dem aromatischen Diamin, aber sie 
besitzen eine verstarkte Wirksamkeit. Die erstere Verbindung ist 
das an o- und p-Stellung aminierte Toluol und bei ihr beobachtet 
man eine summierte katalysatorische Wirkung von o- und p- 
Toluidinen. Die letztere Verbindung ist das auch in gleicher 
Weise aminierte Phenol und auch hier ist die Summation der 
Wirkungen von o- und p-Aminophenol vorhanden. 

Vor dem Hingehen auf die komplizierten Verbindungen soll 
von dem methylierten aromatischen Amine die Rede sein. De- 
carboxylierung der Oxalessigséiure ist eigentlich eine Aminokata- 
lyse. Daher ist die Unwirksamkeit des Methylanilins und Methols 
ohne weiteres ersichtlich. Bei Dimethyl-p-Phenylendiamin ist eine 
Aminogruppe frei, daher ist es wirksam, -obwohl nicht. stark. 
Benzylamin ist ganz inaktiv und verhalt sich also wie das spater 
zu erwihnende Athylamin. Es ist also erforderlich, dass das 
Aminoradikal mit dem Benzolkern in direkter Verbindung steht. 


Methylanilin Methol Dimethyl-p-Phenylendiamin 
NH-CH; NH-CH, N-(CHs)» 
() () e 
We We Seek 
OH NH: 


a-Naphthylamin wirkt stirker, dagegen f-Naphthylamin viel 
schwiacher als das Anilin. Die starke Beeinflussung der Aktivitit 
durch die Kernsubstitution, die z.B. bei Toluidinen beobachtet 
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wurde, ist bei den Naphthylaminen noch mehr ausgeprigt. 
Aminonaphtholsulfonsaiure ist in interessanter Weise schwach 
wirksam. Dies hat vielleicht damit zu tun, dass die katalysatori- 
sche Wirkung der Aminogruppe erstens durch die Einfiihrung der 
OH-Gruppe in o-Stellung und zweitens durch die der SO3H-Gruppe 
in p-Stellung abgeschwicht wird, wie es bei o-Aminophenol und 
p-Aminobenzolsulfonsiure der Fall war. Die Wirkung des 
Benzidins, bei dem 2 Molekiile Anilin in der p-Stellung verbunden 
sind, ist trotz den 2 Aminogruppen schwiicher als das Anilin und 
nahert sich vielmehr dem p-Toluidin. Rosanilin wirkt gar nicht. 
Phenylhydrazin ist auch unwirksam, also der Hydrazingruppe 
fehlt die katalysatorische Wirkung. 

Amine der Fettreihe sind im allgemeinen inaktiv. Methylamin 
und Athylamin haben gar keine Wirkung. Cyclohexylamin ist 
auch in interessanter Weise inaktiv. Eine Ausnahme macht aber 
Athylendiamin, das katalysatorisch fast in gleichem Grad wie das 
- Anilin aktiv ist, wahrend der a.f-Diaminopropionsdure die de- 
carboxylierende Wirkung ganz fehlt. Lysin war auch inaktiv. 

Athylendiamin nimmt also eine Sonderstellung in der alipha- 
tischen Reihe ein und es wurde auch von Beniya als aktiv bei 
Acetessigsdaure und von Franke u. Brathuhn (1931) bei Dioxy- 
fumarsdure angegeben. 

Ich habe, wie oben erwahnt, unter den aliphatischen und 
aromatischen Aminoverbindungen die Substanzen gesucht, die an 
der Decarboxylierung der Oxalessigsdure katalysatorisch kraftiger 
als das Anilin wirken, und als solche konnte ich wohl einige Ver- 
bindungen finden, aber ihr carboxylatisches Vermogen war an sich 
nicht stark genug, als dass es sich lohnte, sie besonders betonend 
auszusprechen. Daher habe ich die isozyklischen Amine gelassen 
und wollte mit den heterozyklischen arbeiten. Aber die an dem 
Kern aminierten heterozyklischen Verbindungen sind praparativ 
jiberhaupt nicht leicht zuginglich und die Studien tber die 
chemische Konstitution und katalysatorische Aktivitat konnte 
leider nicht systematiseh ausgeftithrt werden. 
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a-Aminopyridin B-Aminopyridin 3.6-Diaminoacridin 
CH 
ys we AUN 
| | bs | | A | Lal 
aoe mp CON A 
N N N 


a-Aminopyridin ist nur schwach wirksam und 6-Aminopyridin 
garnicht. 3.6-Diaminoacridin ist auch unwirksam. Bei dieser Ver- 
bindung sind die Aminogruppen nicht am Pyridinkern, sondern 
an den seitlichen Benzolkernen gebunden, daher mag sie in engerem 
Sinne nicht dem eigentlichen heterocyklischen Amin angehoren. 
Wenn man so denkt und die missige Wirksamkeit des m-Phenyl- 
endiamins in Betracht zieht, ist die Inaktivitat. des 3.6-Diamino- 
acridins bemerkenswert. 

Es gibt aber eine erstaunlich stark wirksame Substanz. Es 
ist das 4-Amino-Antipyrin. Seine Aktivitét ist unvergleichbar 
stark. Bei dem Anilin und seinen Homologen verlauft die COp- 
Entwickelung mit der Zeit geradlinig, aber bei dem Aminoantipyrin 
ist sie so energisch, dass sie explosiv genannt werden kann. s. Fig. 3. 
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Die energische katalysatorische Wirkung des Aminoantipyrins 
bezieht sich auch auf die Aminogruppe und der Phenyldimethyl- 
pyrazolonkern hat damit nichts zu tun, weil sowohl das Antipyrin 
als auch Dimethyl-Aminoantipyrin (Aminopyrin) zur Decarboxyl- 

ierung ganz unwirksam sind. 
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Die katalysatorische Wirkung des Aminoantipyrins ist auch 
von Pu beeinflusst. Die optimale Aziditaét ist bei Pr 3.6-5.0 vor- 
handen. 

Aminoantipyrin katalysiert nicht die Decarboxylierung :der 
Brenztraubensadure. Diese a-Ketosiure hemmt vielmehr die Oxal- 
essigsiurespaltung des Aminoantipyrins und die Hemmung nimmt 
zu mit der steigenden Brenztraubenséurekonzentration. 

Nun erhebt sich eine Frage, ob das Aminoantipyrin auch die 
Decarboxylierung anderer /-Ketosiuren, z.B. der Acetessigsaure, 
beschleunige. Es ist in der Tat der Fall. 

Acetessigsaure ist auch an sich bei saurer Reaktion nicht ganz 
bestandig, aber ihre spontane Decarboxylierung ist viel langsamer 
als die der Oxalessigsiure, daher kann man ilire katalytische De- 
carboxylierung bei 37° gut verfolgen. Dass die Ketonspaltung der 
Acetessigséure durch Anilin und noch stairker durch o-Phenyl- 
endiamin gefdrdert wird, hat Beniya angegeben, wobei zur 
Messung des Decarboxylierungsgrads die unzersetzt zuriickgeblie- 
bene Acetessigsdure jodmetrisch bestimmt wurde. Unter Benut- 
zang des Kobayashi’s Apparats kann man sehr einfach die De- 
earboxylierung der Acetessigsiure studieren und die Angabe von 
Beniya habe ich bei Pu 4.2 zuerst bestatigt. 

Die ganzen oben erwahnten Versuche hindurch war a Kon- 
zentrationsverhaltnis der Oxalessigsiure oder Acetessigsaure zu den 
katalysatorischen Substanzen 20:1. Mit dieser Menge Amino- 
antipyrin ist aber die Geschwindigkeit der CO2-Entwickelung aus 
der Acetessigsdure so gross, dass man kaum eine genaue Messung 
der Gasvolumzunahme ausfiihren kann. Erst dann, wenn die Kon- 
zentration des Aminoantipyrins noch 10 fach verdiinnt wird, 
ermissigt sich die Decarboxylierung zu solechem Grade, dass ihre 
Geschwindigkeit bequem gemessen werden kann: s. Fig. 4. 
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Fig. 4. 
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o-Phenylendiamin iibertrifft schon bei weitem das Anilin in 
der Fahigkeit zur Decarboxylierung der Acetessigsiure. Die 
Aktivitaét des Aminoantipyrins ist aber tiber 10 fach so stark als 
die des o-Phenylendiamins. 1 Mol. Acetessigséure wird unter der 
Wirkung von zugesetztem 1/200 Mol. Aminoantipyrin bei Pu 4.3 
und 37° in einer Stunde um 2/3 decarboxyliert. Diese Katalyse 
ist PH-abhangig. Von dem Standpunkt der Fermentforschung ist 
dieser Befund auch als sehr interessant zu erwahnen. 


HXPERIMENTELLER TEID. 


Die meisten Verbindungen, die als Katalysatoren gebraucht 
wurden, sind im Handel erhalthch. Einige Aminoverbindungen 
habe ich selbst zubereitet. Cyclohexylaminhydrochlorid wurde 
nach Carother und McEwen (1931) dureh Reduktion des Cyeclo- 
hexanonoxims hergestellt. Schmelzpunkt 203°. a-Aminopyridin 
habe ich nach Tschitschibabin und Seide (1915) aus Pyridin 
und Natriumamid synthetisiert. Schmelzpunkt 57°. f-Amino- 
pyridin wurde nach Fried] (1912, 1913) bereitet. Schmelzpunkt 
64°. Asym. m-Xylidinacetat, p-Xylidinhydrochlorid und vicin. o- 
Xylidin-HCl wurden nach Limpach (1886) aus dem im Handel 
sich befindlichen .Xylidin isoliert. a@.8-Diaminopropionsiuremono- 
bromhydrat war das Praparat, das friiher in hiesigem Institut aus 
Allylalkohol tiber «.8-Dibrompropionsiure hergestellt wurde. 

Die Darstellung der Oxalessigsiure war folgende. Pyridinsalz 
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des Oxymaleinsiureanhydrids wurde nach Wohl und Oesterlin 
(1901) bereitet. Aus diesem Pyridinkérper habe ich nach Wohl 
und Claussner (1907) Oxyfumarsadure und Oxymaleinsaure her- 
gestellt. Jede Saure wurde gereinigt, indem sie in kleiner Menge 
in heissem Aceton geldést, mit heissem Benzol bis zam Triiben ver- 
setzt, im Hisschrank stehen gelassen, und die reichlich aus der 
Losung abgeschiedenen farblosen Kristalle im Vacuumexsikkator 
getrocknet wurden. Ausbeute der Oxyfumarsdéure war 43¢ aus 
80 ¢ Pyridinsalz und ihr Schmelzpunkt war 181° (unkor.). Die 
Ausbeute der Oxymaleinséiure war geringer und ergab nur 13 g aus 
60 ¢ Pyridinsalz und ihr Schmelzpunkt war 148° (unkor.). 

Das Experiment wurde im allgemeinen, wenn nicht besonders 
angegeben, wie folgt ausgefiihrt. Ich gebrauchte den CO2-Messap- 
parat von Kobayashi (1937). Das Messverfahren mit diesem 
Apparat ist aus seiner Mitteilung zu ersehen. In dem Trog wurden 
10cem M/2 Essigséure-Acetat und 0.5¢cem Katalysatorlésung mit 
COo-Gas gesdttigt. 0.5281¢ Oxyfumarsiure oder Oxymaleinsaure 
wurde in kleinem Becher gewogen, unter Eisktihlung mit 1.5 eem 
kaltem Wasser und dann mit 4N NaOH versetzt, bis die Losung 
gegen Lackmus neutral reagierte, und dann mit kaltem Wasser 
auf 4cem ergainzt. Damit war 1M neutrale Oxalessigsaurelosung 
vorbereitet. 1cem dieser Losung wurde in den Seitenast des Trogs 
vorsichtig einfliessen gelassen, der Trog mit dem Gummipfropf 
geschlossern, der die Messpritze und das U-Rohr tragt dann wurde 
der Apparat in Eiswasser getaucht und ab und zu so leise geschut- 
telt, dass die Oxalacetatlosung nicht in den Hauptraum hineinge- 
langen konnte. Bis zum Erreichen des konstanten Volumens, d. h. 
der héchstens 0.05 ecem Volumverainderung innerhalb 10 Minuten, 
bedurfte es 10-20 Minuten. Wiahrend dessen wurde eine Halb- 
menge des oben erwahnten Puffer-Katalysatorgemisches bereitet, 
unter Hiskiihlung mit 0.5 cem neutralisierter Oxalacetatlosung ver- 
setzt und Pu der Losung sogleich mittels Chinhydron elektrisch 
gemessen. Mischungsverhiltnis des Puffers war 16.4ccm Kssig- 
sdiure: 3.6cem Acetat und 0.9cem Essigsiure: 19.1 cem Acetat. 
Pu des ersten Gemisches war 4.0 und Pu des letzteren 5.8. Nach 
dem Zusatz des Katalysators und der neutralisierten Substratlosung 
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wurde die Aziditat selbstverstiindlich etwas varriert gefunden. In 
den nachstehenden Tabellen wird gemessenes PH bei jeder Ver- 
suchslosung angegeben. 

Nach dem das Volumen des Apparates als konstant beobachtet 
wurde, wurde der Inhalt des Trogs und Seitenastes gemischt, 
geschiittelt und die Volumenzunahme durch die entwickelte Kohlen- 
siure jede 5 Minuten an der Messpritze bestimmt. 

Falls die Oxalessigsaurespaltung. nur bei 0° und Px 4.2 unter- 
sucht werden sollte, wurde 1M Oxalessigsiure unter Hisktihlung 
in gleicher Weise bereitet, wobei aber soviel 4 N NaOH gebraucht 
wurde, um die Aziditaét der Losung nur zu Pu 4.2 abzustumpfen. 
Pu des zu brauchenden Acetatgemisches war auch 4.2. PuH-Ver- 
anderunge wegen der nachher beizumischenden katalysatorischen 
Substanz war vernachlassigbar. 

1M neutralisierte Acetessigsiure wurde nach Ljunggren 
(1924) durch Verseifung des Acetessigsdéureesters hergestellt. Die 
Versuche mit dieser Saure wurden bei 37° ausgefiihrt. Das Ver- 
fahren zu der CO2-Bestimmung war gleich dem der Oxalessigsiure. 


A) Spontane Decarboxylierung der Oxyfumarsiure bei 37°. 
0.1382 ¢ Oxyfumarsaurekristalle wurden in den Seitenast des 
Trogs eingetan. In dem Hauptraum des Trogs war vorhanden: 


a) 4N Natronlauge 0.4 eem 
M/2 Acetatpuffer (Px 4.2) 10.0 » 
Wasser Ue 
b) mit COz gesiittigtes destilliertes Wasser 11.5 ” 
c) destilliertes Wasser I 2 
TABELLE I, 
CO: eem 
A) a b c 
nach PH 4.2 ; Texan laf Tereh llee/ 
10 Min. 3-70 » 0.90 0.15 
20 » 7.00 1.65 0.35 
30 » 9.80 2.40 0.55 
B07 12.30 2.95 0.85 
50 » 14.40 3.40 1.10 
60 » 15.65 3.85 1.40 
Bemerkung Essig-Acetat Versuch mit do., aber ohne vorherige 
Puffer freier Siure CO:-Sattigung und ohne 
ohne Puffer Schiittelung wihrend 
des Versuchs 
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B) Decarboxylierung der Oxalessigsiiure durch Anilin bei 0° und 
verschiedener Aziditit. 


vel. Fig. Found 2: 


@ 
TABELLE IT. 
Oxyfumar- 
sure CO2 e¢em 

nach PH 2.73 PH 3.63 PH 4.24 Pu 5.01 Px 5.99 PERO: 05 
10 Min. 0.10 0.15 0.45 0.50 0.40 0.15 
a0) 33 0.15 0.25 0.95 1.00 0.75 0.35 
30 » 0.25 0.40 1.40 1.55 1.10 0.55 
40 » 0.30 0.50 1.85 2.05 1.45 0.70 
50 » 0.40 0.65 2.30 2,50 1.80 0.90 
60 » 0.45 0.80 2.79 3.00 2.20 1.10 

aa as CO: cem 

nach PxH 2.74 | PH 3.61 | PH 4.22 | PH 5.08 | PH 5.98 | PH.6.50 | Pu 7.22 
10 Min. 0.10 0.45 0.45 0.40 0.30 0.25 0.05 
20°» 0.15 0.95 0.90 0.85 0.65 0.50 0.10 
Bi) eB 0.25 1.40 1.35 1.380 0.95 0.70 0.10 
40 » 0.35 1.95 1 80 1.70 1.30 0.95 0.15 
50 » 0,40 2.39 2.25 2.10 1.65 1.20 0.20 
60 » 0.50 2.80 2.70 2.50 2.00 1.45 0.25 

C) Decarboxylierung der Oxalessigsiure durch verschiedene 


Aminoverbindungen. 
Bei den unten zusammengestellten Verbindungen stieg die 
Volumzunahme binnen 80 Minuten zeitlich geradlinig an. 
werden in der folgenden Tabelle einfachheitshalber nur die CO2- 
Volumen nach 1 Stunde angegeben. 


Daher 
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D) Katalytische Decarboxylierung der Oxyfwmarsiure durch 
Aminoantipyrin bei 0° und Ph 4.2. vel. Fig. 3. 


TABELLE IV. 


Aminoantipyrin 0.5 eem M/10 0.5 eem M/20 
nach COs ccm COs eem 
5 Min. 6.35 ByAl) 
10 » 10.35 5.60 
iy} 12.40 7.65 
20 » 14.15 9.45 
a) 15.20 12.25 


E) Hemmung der Aminoantipyrinwirkung ber 0° und Ph 4.2 
durch Brenztraubensaure. 

Brenztraubensiurelésung wurde durch Zusatz mit Natronlauge 
zu PH4.2 neutralisiert und verdiinnt, um 1 Mol Losung vorzu- 
bereiten. 

In dem Seitenast des Trogs war 1.0cem 1M Oxyfumarsaure- 
losung vorhanden, die zu PuH4.2 mit Natronlauge neutralisiert 
wurde. In dem Trog selbst waren die folgenden, mit COs gesittig-— 
ten Losungen : 


a) M/10 Aminoantipyrin 0.5 ecm 
M/2 Acetatpuffer (Pu 4.2) 10.0 » 
b) M/10 Aminoantipyrin 0.5 » 
1M neut. Brenztraubensaure OF5ae 2? 
Puffer Shs) 4B 
¢) M/10 Aminoantipyrin Oss 
1M neut. Brenztraubensiure ~ AO) 2 
Puffer 9.0 »” 
TABELLE VY. 
COs ecm 

nach a b @) 

5 Min. 6.35 4.45 2.95 
10 » 10.35 7.70 4.80 
iy 12.40 10.15 6.40 
20 » 14.15 12.40 7.95 
BO 15.20 14.40 10.40 
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F) Vergleichung der Geschwindigkeit der Acetessigsiure-de- 
carboxrylierung bei 87° dureh a) M/10 Aminoantipyrin, b) 
M/100 Aminoantipyrin, ¢) M/10 0-Phenylendiamin und d) 
M/10 Anilin. 

1M neut. Acetessigsiiure 1.0 eem 
,  Katalysatorlésung 0.5 ” ben 4.3 
Puffer 10.0 » 
Ausserdem e) Kontrollversuch mit 0.5cem Wasser statt 0.5 
cem Katalysatorlosung. 
TABELLE VI. (vgl. Fig. 4). 
COz com 
nach a b ¢ d e 
| 
5 Min 17.30 3.50 2.90 0.85 0.20 
10 » 19.40 6.30 5.10 1.70 0.35 
15 » | 19.75 8.50 7.10 2:50 1.55 
20 » 10.25 8.60 — Ba tS) 1.70 
30 » 12.30 11.20 4,35 1.10 
G) Decarboxylierung der Oxyfumarsdure durch a) Antipyrin, 


und b) Aminopyrin bei 0° und Ph 4.2. 


TABELLE VII. 


COz cem 
nach a b 
10 Min. 0.05 0) 
20 » 0.10 0.05 
30 » 0.15 0.10 
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H) Decarboxylierung der Oxyfumarsiure durch Aminoantipyrin 
bei 0° und bet verschiedener Azgiditat. 


TaBELLE VIII. 


COz com 
nach PH 2.7 Pa 3.6 Pua 4.2 Pu 5.0 PH6.1 
5 Min. 4.05 6.45 6.35 6.00 ISS) 
KO) 6.20 10.40 10.35 9.75 2.05 
1s 8.20 12.55 12.40 12.10 2.50 
PA) 8 9.75 14.20 14.10 13.90 2.70 
302 ee3e) 15.30 15.20 14.85 2.85 
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Some of the prosthetic groups of glycoproteins are readily 
split up into monosaccharides by acid hydrolysis while others are 
very resistant to it. The groups which are composed of amino- 
sugars and hexoses, such as carbohydrate-complexes from sero- and 
ovo-mucoid, belong to the former family. Their constituents can 
be estimated by reduction assay of their hydrolysates after frac- 
tionation and the kind of hexose present is furthermore identified 
by colorimetry (First method). On the other hand, the glucuronic- 
acid-containing groups, as present in chondromucoid, are, resistant 
to hydrolysis and the uronic acid is apt to be decomposed when the 
concentration of the reagent is raised for the purpose of completing 
hydrolysis. Accordingly, the above analytical procedures are not 
of use here. Chondrosin and allied disaccharides and their in- 
eredients were, however, found to be entirely removed by treat- 
ment with lead ahd barium and subsequently with mercury, and 
thus the hexose remaining in solution could be analysed both 
quantitatively and qualitatively (Second method). 


THE PREPARATORY ASSAY. 


As was noted above, whether or not a glycoprotein contains 
glucuronic acid determines which of the two methods of analysis 
is to be employed. The presence of uronic acid is proved by the 
furfural method of Tanabe(1938). The qualitative test by means 
of either aniline acetate or naphthoresorcinol is not so accurate. 
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The amount of the substance adapted to fractionation is 
roughly calculated from the reduction power after carrying out 
hydrolysis as cited below. 


First METHOD. 


This method is based on the principle which Bierry et al 
applied to blood analysis. According to these authors, the removal 
of phosphotungstic acid was obtained by means of Ba(OH)» and 
BaCOz; and the treatment with mercuric oxide was made at pH 6.5 
of the solution. In our experiment, however, KOH is used in the 
former operation and for the latter the hydrogen ion concentration 
is brought to pH 7 


Reagents. 


In. H2SOx, solution. 

1 and 2n. NaOH solutions. 

20% phosphotungstic acid. 

ln. KOH solution. 

Ether. It is purified as described by Masamune, but is 
allow a to stand for 1-2 weeks in contact with solid KOH instead 
of 1-2 days, and is further saturated with water. 

6. 25% mercuric acetate solution. 

7. Mercurie oxide (yellow). 

10 gm of mereuric chloride are dissolved, by slight applica- 
tion of heat, in 200 cc. of water and cooled; the solution is then 
- poured into a mixture of 25 ec. of 17.7% NaOH solution and 60 ce. 
of water in small portions under vigorous shdking and stirred 
for 1 hour. The precipitate is washed many times with water by 
decantation at first, and afterwards on a Biicher’s funnel until 
no more chlorine is detected in the washing, and finally dried 
in a brown vacuum-dessicator over P.O; at room temperature. 

8. The solutions for estimating the reduction power are those 
enumerated in the paper of Masamune, 1933 (Reagents No. 8-12 
p. 260). 

9. The reagents for Tillmans and Philippi’s orcinol and 
Dische’s indole and diphenylamine I method. 


SA I Se 
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Procedures. 


A weighed amount of a glycoprotein is hydrolysed with a 
suitable volume (usually 15 ee.) of 1n. H2SOx solution in a sealed 
tube by placing in a boiling bath for 3-5 hours and filtered when 
cold. lce. of the filtrate is diluted with 8 ee. of 1m. H2.SO,4 and 
3 ce. of water, and left to stand over night after mixing with 3 ce. 
of the phosphotungstie acid solution. The mixture is then filtered 
and to 10 cc. of the filtrate are added 2. ce. of 1. KOH and the 
precipitate is separated on a funnel after standing 1 hour. The 
solution is passed through a current of ether by means of a 
continuous extractor for 1-2 hours and its reduction power is 
estimated on an aliquot part by the ferricyanide method of Fujita 
and Iwatake, after expelling the ether and making it neutral with 
half its volume of In. KOH solution. The figure (A) computed 
therefrom expresses the total carbohydrate reduction of the gly- 
coprotein. 

10 ce. of the remaining hydrolysate are next pipetted out into 
a large test-tube and the H2SOy, in the solution is neutralized with 
an equivalent quantity of either 1 or 2”. NaOH solution; then 
5 ee. of the mereuric acetate solution is added, mixed well and pH 
is adjusted to 7.0 (to bromthymolblue) by the careful addition 
of 2n. NaOH (usually 3.5 ¢c. are required). After standing 30 
minutes, the precipitate is centrifuged off and the supernatant 
liquid is treated with two changes of 4gm of mercuric oxide, by 
shaking on a machine each time for half an hour. After passing 
H.S-gas through the solution and filtration, followed by extraction 
with ether and aeration, the reduction power is estimated as above 
on an aliquot part. The figure (B) thus calculated corresponds 
to hexose and A-B to aminosugar. The residue of the solution is 
submitted to colorimetric analysis by the simplified Tillmans and 
Philippi’s orcinol and the Dische’s indole and diphenylamine I 
methods (refer to the description of Ozaki’ 1936). 


° 


1) The numbers noted by Ozaki as regards the mannose-galactose 
mixture are not correct. He mixed them together probably by mistake in the 


reverse proportion, namely 1:3. 
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Computation of the amounts of hexose and aminosugar are 
made from the numbers in Table I where the reducing forces of 
pentoses and glucuronic acid are simultaneously listed. 


TABLE I. 
Reduction power of monosaccharides. 


Volume of Volume of 
0.005 n. ; 0.005 n. 
BUEoPD ferricyanide Pee ferricyanide 
sol. reduced. sol. reduced. 
Kind meg. ce Kind mg CC; 

Glucose 0.1 0.614 Xylose 0.1 0.624 
(E. Merck, 0.3 1.842 (Kahlbaum, 0.3 1.872 

31112-8347) 0.5 3.070 A 5021-04081) | 0.5 3.120 
Galactose 0.1 0.498 Glucosamine 0.1 0.537 
(EB. Merck, 0.3 1.494 hydrochloride* 0.3 1.611 

32931-4060) 0.5 2.490 0.5 2.685 
Fructose 0.1 0.664 Chondrosamine 0.1 0.469 
(#. Merck, 0.3 1.992 hydrochloride* 0.3 1.407 

3821-5320) 0.5 3.322 0.5 2.345 
Mannose 0.1 0.604 Glucuronic 0.1 0.569 
(E. Merck, 0.3 1.812 acid* 0.3 1.707 

81335-5985) 0.5 3.020 0.5 2.845 
Arabinose 0.1 0.577 

(Kahlbaum, 0.3 eal 

A 6030-0458) 0.5 2.885 


* Prepared and purified in this laboratory. 


+ All specimens were dried perfectly in vacuo over P20; at room tempera- 
ture prior to determination. 
The reduction powers of the sugars and sugar derivatives are seen as 
straight line functions of their amounts in the range from 0.1 to 0.5 mg. 


When an isolated prosthetic complex is analysed, the total 
carbohydrate reduction is measured on the neutralized hydrolysate 
without previous treatment with phosphotungstie acid. For the 
estimation of the reduction power, a blank run has to be proceeded 
by following the whole processes without the substance. 


Remarks on the first,method. 


1. Removal of phosphotungstic acid by the aid of potassium 
is more feasible and complete than with barium. The recovery 
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of glucuronic acid added to protein hydrolysates reached only 
70%, when Ba(OH)»2 and BaCOs; were used, while more than 94% 
appeared in the filtrate when KOH was applied (Table II). This is 
a noteworthy fact. 

2. By the mereuric treatment in the method as noted, glucos- 
amine added to an ovomucoid hydrolysate was removed from the 
solution quantitatively, but hexoses were not to any extent (Table 
igeGe 


SECOND METHOD. 


In addition to the reagents employed in the first method, the 
following are required: 

1. 4n. H2SOx,. 

2. 37.9% (1m.) lead acetate solution. 

3. Saturated Ba(OH)» solution. It is kept stoppered in a 
flask with a cork bearing a soda-lime tube. . 


Procedures. 


‘ A requisite amount of a glycoprotein or an isolated carbo- 
hydrate complex is weighed, and hydrolyesd in a similar way as 
above, with 1n. HeSO, solution by heating for 4 hours. After 
cooling and filtering, to 10 cc. of the lquid is added an. equal 
volume of ln. NaOH solution and then 10 cc. of the lead acetate 
solution. The precipitate is separated on a funnel; 25 ce. of the 
filtrate is pipetted out into a large test-tube and the saturated 
baryte solution (2 cc. in most cases) is added, under shaking, until 
pH reaches 7.0 to 7.2 to phenolred. The volume of the baryte 
solution used is accurately read, and after 1 hour the mixture is 
filtered and left to stand for another hour. When precipitate 
comes out, it is again separated from the solution. The operation 
is repeated until the solution remains clear within the same dura- 
tion of time and thereafter 20 cc. of the final filtrate are taken and 
stood over night after mixing with 5 ec. of the lead acetate solution 
and 1.5 ce. of Ba(OH). solution. pH at this stage lies in the same 
range as above. The precipitates are removed. Into 20 cc. of the 
filtrate are poured 4 cc. of 4n. H2SOx, a current of H2S-gas is 
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passed and lead sulfide and barium sulfate are taken off. After 
extraction with ether and aeration, 10 ce. of the liquid are treated 
with 5 ec. of the mercuric acetate solution and 3.5 ec. of 2n. NaOH; 
then with 3 to 5 changes of 8gm of mercuric oxide and finally 
submitted to the processes as cited in the previous method. The 
calculation of hexose from the reduction assay and colorimetry are 
made by taking into account the successive dilutions of the hydro- 
lysate. 


Remarks on the second method. 


1. Glucuronic acid added to protein hydrolysates 1s preci- 
pitated by a single treatment with lead and barium as is shown 
in Table IV, except when a large quantity of it is examined (xp. 
No. 4-7). 

Mueosin is partly hydrolysed by heating with ln. H2SO4 
solution. The lead-barium operation removes from the solution 
not only the glucuronic acid liberated by hydrolysis but also a 
part of the mucosin, while mercuric oxide removes all the remain- 
ing mucosin together with and hexosamine freed. In most gly- 
coproteins the lead-barium treatment may be limited to a single 
operation. 

2. When the concentration of HsSO, was raised and the time 
of heating extended, the above disaccharide is finally broken up, 
though under partial disintegration of the constituents. There- 
fore, the sugars in mucosin-containing-glycoproteins may be frac- 
tionately determined by combining the first and second methods, 
as the aminosugar is not carried down on one hand by the precipi- 
tants of the uronic acid and, on the other, the degree of its decom- 
position during hydrolysis can be determined independently by 
heating the aminosugar with acid of same concentration. 

In this case, the hydrolysate must always be so diluted as not 
to alter the ratio between sodium and lead from the above. 

Table V. demonstrates to what extent monosaccharides are 
disintegrated by heating with acid in various concentrations and 
durations. The solutions were extracted prior to reduction assay 
with water-saturated ether. 
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3. 15mg of chondrosinester hydrochloride (Hebting) were 
heated with 15‘ce. of 1n. H2SO, solution for 3 hours, and 5 ee. 
of the solution were treated with mercuric acetate and oxide as 
already described. Chondrosin was found to have been completely 
removed by the procedures. 

4. Glucose, galactose and mannose were dissolved in In. 
sulfuric acid separately and the whole procedures of this method 
were followed with the solutions as in the case of protein hydro- 
lysates. Final reduction test and colorimetry showed that no 
epimer formation of the sugars was caused by this procedure. 

The Foundation for Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan gave a grant towards the cost of this work, 
which is gratefully acknowledged. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 
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(Received for publication, March 14, 1938.) 


In 1895, K. A. H. Mérner tried to demonstrate the presence 
of chondroitinsulfurie acid in human urine. The substance was 
precipitated as an artificial mucoid and isolated by the help of 
pepsin. His assertion was, however, based merely on elemental 
analysis and sulfate content. In his time, the chemical knowledge 
of this carbohydrate complex was not as yet so profound and 
chondrosamine was discovered as late as 1914 by Levene and 
La Forge. Reinvestigation is, therefore, extremely desirable. 

The writer prepared specimens by dialysis of urine, precipitat- 
ing the substance by means of basic lead acetate and subsequent 
liberation. They contained not only aminosugar, hexuronic acid, 
acetyl and sulfate-S, but also galactose, and proved merely mixtures 
of polysaccharides. Although separation of each complex has not 
yet been successful, the aminosugar isolated after hydrolysis and 
benzoylation was identified with glucosamine pentabenzoate and 
attempts to obtain chondrosamine from its mother liquid were 
failures. Thus, at least two polysaccharides appeared to be present 
in urine and the alleged urinary chondroitinsulfuric acid is most 


probably mucoitinsulfuric acid. 


Experiment. 
PREPARATION. 
50 liters of human urine were collected in a vessel containing 


125 ce of chloroform, stirred up and the nubecula allowed to settle 
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for one day. The supernatant liquid was drained, mixed with 
250 ce. of 20% alcoholic thymol solution and dialysed against 
running water. After the lapse of two days, the least requisite 
quantity of saturated lead subacetate solution (usually 1750 ec.) 
was added. The deposit was centrifuged and washed with four 
changes of water. It was subsequently kneaded, suspended in 
2.5 liters of 2% barium acetate solution, and treated with H»2S-gas. 
Lead sulfide was separated with a Biichner’s funnel and washed. 
The filtrate and washings were agitated with barium carbonate 
powder until pH was brought to 6.2-6.6 to bromeresol purple, 
removed from the powder and the liquid was again dialysed for 
one day. After filtration, it was evaporated to a small volume 
on a steam bath with stirring at frequent intervals in order to 
prevent it from possible charring and left to stand over night. The 
precipitate which developed was removed and the solution was 
completely dried by further evaporation. The residue was treated 
with a large excess of glacial acetic acid and the fliocculent pre- 
cipitates were collected by means of a centrifuge. They were 
washed at first with glacial acetic acid until the washing remained 
colourless; then several times with alcohol (95%), and finally with 
ether, and dried in vacuo over P2O;. The yield was 0.3750 em in 
averages. 


PURIFICATION. 


Specimen I. 2e@m of the erude product were dissolved in the 
smallest requisite amount of water (three changes of a 10 ce portion 
of water). The solutions were combined and evaporated in vacuo 
to 40°C with alcohol; then the remainder was kneaded with a few 
drops of water to a thick syrup and precipitated with an excess of 
glacial acetic acid. The deposit was washed once with glacial acetic 
acid, many times with alcohol and finally with ether, and dried in 
vacuo over P2O;. After two more repetition of the procedure, a 
yield of 1.171 gm was obtained. 

Specimen II & III. The powder obtained as above from 4 gm 
of the crude product was taken up in 60 ce of water, agitated with 
20 gm of BaCOs; on a bath for about 1 hour, and the mixture centri- 
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fuged. The supernatant liquid was evaporated in vacuo to syrupy 
consistency, then precipitated and washed as was Specimen I. 
After drying, it was redissolved in 6 ce. of water and reprecipitated 
by means of alcohol-ether mixture. The yields were 0.8 and 1.0 gm 
respectively. 

In addition to these procedures, the following attempts were 
made for purification: (1) shaking the solution of the erude pro- 
duct either with chloroform or with a mixture of amylalcohol and 
chloroform; (2) treatment with alkali followed by the procedures 
in (1) after acidulating; (3) application of Hopkins’ reagent; (4) 
treatment with lead acetate. For getting rid of nitrogenous im- 
purities, however, none of these methods proved specially preferable. 

All of the specimens purified gave the naphthoresorcinol test 
for uronic acid and Molisch reaction for ordinary sugar. Iodine 
test for glycogen and biuret reaction gave negative results. 


ANALYSIS. 


Table I gives the analytical data. The procedures employed 
were as follows: 

Nitrogen: micro-Kjeldahl method. 

Sulfate-S: gravimetrically as BaSO, after hydrolysis with 1n, HCl for 10 

hours as described by Suzuki. 

Glucuronic acid: by furfural distillation (Tanabe). 

Amino sugar(glucosamine): by the Masamune and Nagazumi method. 

True sugar: by the Masamune and Tanabe method (Second method). 

Reduction after hydrolysis: ,, as (First method). 

Acetyl: by Suzuki's modification of the Friedrich, Rapoport and 

Sternberg method. 

The mutual equivalent proportions of the sugar constituents 
were coincident with each other in Specimen I and II, while 
Specimen III differed markedly from them in this connection. 
Judging from the relationship among these proportions, the pre- 
parations are not regarded as an unitary carbohydrate, but appear 
to be mixtures of an itinsulfuric acid and a complex made up of 
an amino sugar and galactose in the equivalent ratio of appro- 
ximately 1 to 3. Sulfate-S coincided nearly with glucuronic acid. 

Acetyl exceeded extremely the equivalent of the aminosugar, 
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while it was not far from the calculation when it is assumed that 
the aminosugar corresponding to the uronic acid is linked with two 
of acetyl and the remaining with one. This speculation is, however, 
not acceptable from what is known heretofore with respect to 
itinsulfurie acid. Separation of the individual polysaccharides 
will disclose clearer features, and experiments for this purpose are 
now under way. 


IDENTIFICATION OF THE AMINOSUGAR. 


1 gm of Specimen IV which was prepared like II and III was 
taken and the benzoylation was conducted, after hydrolysis by the 
aid of 20% HCl, similar to the method described by Hisamura 
and Kusuno. The product amounted to 50.08 mg after two puri- 
fications, and was demonstrated to be glucosamine pentabenzoate by 
the following figures : 

LP 124°C. 
Ne 1.99%. 


Optical rotation in pyridine: 


+0.52 x 3.0045 
0.03585 x 0.9832 x 1 


fal = = +44°.32, 

Chondrosamine benzoate was not obtained from the mother 
liquid. Accordingly, the itinsulfuric acid which is likely to be 
involved in the specimens can not be chondroitinsulfurie acid, but 
mucoitinsulfuri¢ acid. 

The writer is indebted to the Foundation for Promotion of 
Scientific and Industrial Research of Japan for a grant which 
enabled him to carry out these experiments. 
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EINE MIKROMETHODE ZUR SULFATBESTIMMUNG. 


Von 


SEIT TANAKA. 


(Aus dem medizinischen-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu China. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 18. Mirz 1938) 


Bei den Studien des Schwefelumsatzes und der fermentativen 
Hydrolyse der Schwefelsiureverbindungen ist es erforderlich, eine 
kleine Menge von Schwefelsiure quantitativ zu bestimmen. Die 
eravimetrische Methode ist, abeesehen davon, dass zum Bekommen 
der verlassigen Resultate prinzipiell die Anwesenheit einer relativ 
grossen Menge Sulfats bediirftig ist und dass daher manchmal auch 
der Gebrauch relativ grossen Quantums von Materialien sich 
benotigt, zu Ausfiihrung an zahlreichen Proben praktisch nicht 
geeeignet. Als eine Mikromethode wurde bisher oft das titri- 
metrische Benzidinverfahren angewandt. Diese Methode beruht 
auf der Alkalimetrie der Schwefelsiiure, die als Benzidinsulfat 
vorher niedergeschlagen wird. Aber auch bei dieser Methode ist 
zu ihrer Zuverlassigkeit das Vorhandensein einer ziemlich grossen 
Menge anorganischer Schwefelsiure erforderlich, da 1.0 cem M/10 
NaOH 1.602 mg S entspricht und zur Bestimmung der noch kleinen 
S-Menge ein noch weiter verdiinntes Alkali zu verwenden ist, was 
tibrigens fiir die Zuverlassigkeit des Resultats nicht vorteilhaft ist. 
Die neulich von Letonoff und Reinhold (1936) angegebene 
Bestimmunesmethode besteht darin, dass man das als schwerldsliches 
Sulfat isolierte Benzidin in alkalischer Reaktion mit Naphthochinon- 
sulfonsiure reagieren lasst und die dabei sich entwickelnde rote 
Verfirbung kolorimetrisch gegen eine bestimmte Benzidinmenge 
vergleicht. Diese Verfarbung ist in der Tat so intensiv, dass man 
eine sehr kleine Menge von Benzidin, daher auch von Schwefelsaure 
bestimmen kann. Man kann die Methode von den amerikanischen 
Autoren als die beste Mikromethode erwihnen, vorausgesetzt, dass 
die Fallung der so kleinen Menge Sulfats wie im Serum als 
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Benzidinsalz wirklich quantitativ ausfiihrbar ist, was aber, wie 
unten angegeben, nicht der Fall ist. e 

Morimoto (1937) hat an Hand von p-Nitrophenol-sulfat Ex- 
perimente mit Sulfatase angestellt, indem das durch Hydrolyse 
freigewordene p-Nitrophenol kolorimetrisch gemessen wurde. Diese 
Methode hat den Vorteil, dass das Verfahren dusserst einfach ist 
und ausserdem zur genauen Ausfiihrung der Sulfatasenversuche 
eine sehr verdiinnte Substratlosung schon hinreichend ist, was bei 
der Priifung des Ferments von schwacher Aktivitét recht win- 
schenswert ist. Aber um die Beziehung zwischen der Spezifitat 
der Sulfatase und der chemischen Konstitution der Substrate naher 
zu erorschen, ist eine Mikrobestimmung der anorganischen Schwefel- 
sdure an sich absolut notwendig, und ich habe ihre Methodik unter 
Leitung von Prof. Akamatsu ausgearbeitet. 

Die Letonoff-Reinhold’sche Methode ist aus folgenden 
Griinden nicht ohne weiteres anzuwenden. Zuerst kann man 
kaufliches naphthochinonsulfonsaures Natrium ohne vorheriges 
Reinigen nach Folin (1922) nicht gebrauchen, da die wassrige 
Losung des unreinen Reagens schon auch bei Abwesenheit von 
Benzidin eine, wenn auch schwache, doch deutliche rote Farbe 
anzeigt und dazu noch eine von Aceton nicht entfarbbare gelbe 
Farbe beibehalt. Nach den amerikanischen Autoren ist ein Handels- 
praparat gut brauchbar, falls 2 resp. 4c¢em verdiinnter Benzidin- 
chloridlosung nach Verfarbung mittels dieses Reagens dem Beer- 
schen Gesetz binnen 5%iger Abweichung zu folgen bewiesen werden. 
Fiir eine genaue Mikromethode ist soleche Genehmigung als zu weit 
zu erwihnen. Ubrigens um die Farbeintensitit mit dem Benzidin- 
gehalt parallel gehen zu lassen, muss das gereinigte naphthochinon- 
sulfonsaure Natrium in einer grésseren Menge als bei Letonoff- 
Reinhold hinzugeftigt werden. Zur Konservierung der Sulfonat- 
losung ist der Zusatz von Borax erforderlich. 

Zur Enteiweissung habe ich verschiedene Methoden gepriift 
und schliesslich den amerikanischen Autoren darin zugestimmt, 
dass das Uranylacetat dazu am besten ist, welches aus dem Blut 
oder der Suspension des Organbreis ohne weiteres insgesamt mit 
dem Eiweiss anorganisches Phosphat entfernen vermag. Eine 
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zufriedenstellende Enteiweissung ist aber nur ausftthrbar, wenn 
Pu der Liésung nicht weit von 5 abweicht oder wenn die Losung 
ursprtinglich nur schwach gepuffert ist. Im umgekehrten Fall 
muss man vor dem Uranylzusatz die Aziditit der Liésung gegen 
PH 5 einstellen. 

Zweitens um anorganisches Sulfat mittels Benzidins quanti- 
tativ aus der enteiweissten Fliissigkeit niederzuschlagen, muss man 
die Lésung zu Pu 2-3 ansiuren und dazu noch darauf achten, dass 
diese Aziditaét, Pu 2-3, wieder nach der Hinzufiigung von Essig 
und Benzidinaceton nicht merklich variiert wird, was dadurch 
za verwirklichen ist, dass man die Konzentration des Benzidins. 
verdinnter als bei Letonoff macht. Selbstverstandlich geschieht 
eine volistandige Ausfallung des Benzidinsulfats nur durch iiber- 
schtissiges Benzidin. Bei der vorliegenden Mikromethode ist jene 
verdtnnte Benzidinacetonlosung dazu genug hinreichend. 

Ausfiihrung der Methodik mit Riicksicht auf die obenange- 
fithrten Punkte war an der Sulfatlosung ganz befriedigend, und man 
kann 0.005-0.12 mg anorganisches Sulfat-S auch bei Vorhandensein 
des reichlichen Kochsalzes oder verschiedener Pufferlosungen 
quantitativ kolorimetrisch bestimmen (Versuch I). 

Diese Methode kann aber nicht sofort zur Bestimmung des 
anorganischen Schwefelsduregehalts im Blutserum verwendet 
werden, weil das dem Blutserum hinzugefiigte anorganische Sulfat 
dabei nicht quantitativ nachgewiesen werden kann (Versuch IT)- 
Letonoff und Reinhold waren imstande bei 9 Fallen durch ihr 
eigenes Verhahren nur 82-98%, durchschnittlich 91.6% des zu- 
gesetzten 0.031 mg Sulfat-S wieder zu finden. Diese Zahlen sollen 
als sehr unzureichend genannt werden. Ich habe auch zuerst 
bemerkt, dass das dem Serum zugesetzte Sulfat selbst nach der 
Ansiuerung des enteiweissten Zentrifugats zu Pr 2-3 nicht quanti- 
tativ durch Benzidinaceton gefallt wurde. Der Grund, warum ein 
Teil Schwefelsiiure nicht in Niederschlag gebracht werden kann, ist 
unklar. Aber ich konnte beobachten, dass Hinzufiigung von einer 
kleinen Menge NaF vor Enteiweissung eine Riickbeute von 100+2% 
der zugesetzten anorganischen Schwefelsiiure méglich machte 
(Versuch III). Diese Wirkung des Natriumfluorids hat mit der 
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Entfernung des Calciums nichts zutun, weil der Zusatz des Oxalats 
sowie Citrats dem Zweck der Mikroanalyse nicht passend gefunden 
wurde, und ferner auch dem Cyankalium fast dieselbe Wirkung 
wie dem NaF zukam. Da aber beim Cyanzusatz die Mikro- 
bestimmung der dem Serum zugesetzten verschiedenen Sulfatmenge 
meistenfalls den Beweis von 100+5% ergab, ist fiir die vorliegende 
Mikromethode die vorherige Hinzuftigung des Natriumfluorids 
vorzuziehen. Dass ohne dies die Ausbeute des zugesetzten S nicht 
quantitativ verlauft, weist darauf hin, dass die Bestimmung des 
Serum-S erst nach der Hinzufitigung des NaF vor der Enteiweis- 
sung quantitativ ausfiihrbar ist. Natriumfluorid stort die quanti- 
tative Analyse des anorganischen Sulfatgehalts sowohl, in einfacher 
wasseriger Loésung als auch in der Fermentlosung (Versuch IV). 
Ks wird also bei S-Bestimmung in biologischen Materialien immer 
empfohlen, NaF vor der Enteiweissung hinzusetzen. ; 
Meine eigene Schwefelsaure-Bestimmung wird folgendermassen 
ausgefuhrt : 


I. REANGENZIEN. 


1. 04% Uranylacetat (Merck) zur Enteiweissung und Dephosphor- 
lerung. 

Bei spezifischen Fallen, wovon spiter die Rede sein wird, soll 

0.6% Uranylacetat gebraucht werden. 

2. 0.1% Benzidinacetonlésung zur Fallung des anorganischen Sul- 
fats. 

Diese Losung ist in einer braunlich gefarbten Flasche auf- 
zubewahren. Gewisses Benzidinpraparat, selbst als “rein” etiket- 
tiert, ist nicht fahig zur quantitativen Fallung des anorganischen 
Sulfats. Solches kann erst nach Umkristallisieren aus heissem 
Wasser verwendet werden. Immerhin mus man das zu brauchende 
Benzidin im voraus daraufhin untersuchen, ob seine Acetonlésung 
gemass der spater zu erwahnenden Methode eine bekannte Menge 
des anorganischen Sulfats in einfacher wassiger Loésung quantitativ 
niederzuschlagen imstande sei. 

3. Benzidin-HCl-Lésung zur Herstellung der Vergleichsliésung. 

0.1606 g Benzidinhydrochlorid (Kahlbaum) wird im 200 cem 
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Messkolben mit warmem Wasser gelost und nach Abkiihlen mit 

Wasser bis zur Marke gefiillt. 10.0 cem dieser Lésung entspricht 

10mg 8. Diese Stammldésung wird im Eisschrank aufbewahrt. 

Zur Herstellung der Vergleichslésung wird die Stammlésung mit 

Wasser 5 fach verdiinnt, deren 1.0 ccm 0.02 mg S entspricht. 

4. Borax-Natronlosung. 1g Borax wird in 100 cem N/10 NaOH 

gelost. 

5. P-Naphthochinonsulfonat-Boraxlésung. 
p-Naphthochinonsulfansaures Natrium ist nach der Vorschrift 

von Folin (1922) einmal zu reinigen und 0.5g davon wird in 

100 cem 0.5% Borax gelost. 


6. Hisessig. 
7. <Aceton. 
8. 10% HCl. 
. 0.04% Thymolblau-Lésung. 


Ne) 


10. 4% NaF-Losung. 

Da das im Handel sich befindliche Nak fast immer Sulfat 
enthalt, soll man es beim Gebrauch zur S-Bestimmung vorher 
reinigen. Dazu werden 4¢@ in 100 cem Wasser gelést und nach 
Filtration, falls die Losung getriibt ist, wird in der Platinschale 
auf dem Wasserbad bis zur ca. 20 cem eingedampft. Ausgeschie- 
dene Kristalle werden nach Abkiihlen auf der Nutsche gepresst, 
auf Filtrierpapier ausgebreitet und getrocknet. 


II. DuRrcHFUHRUNG. 
A. Enteiweissung. 

2.0 cem Blutserum oder andere Untersuchungsproben werden 
in Zentrifugenglaschen genommen, zuerst 2 Tropfen Nak’, dann 
6.0 cem 0.4% Uranylacetat hinzugesetzt und nach guter Umrihrung 
zentrifugiert. Auf diese Weise kann man 6-7 ccm wasserklare 
Fliissigkeit bekommen. Ich habe immer an diesem Abguss 2 Be- 
stimmungen unternommen. Wenn man sich mit einer Bestimmung 
geniigen lasst, ist 1.0cem Probe z.B. Serum schon hinreichend, 
wobei selbstverstindlich die Mengen anderer Reagenzien halbiert 


werden sollen. 
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Die Enteiweissung mit Uranylacetat geht bekanntlich in saurer 
Reaktion gegen Pu 5 vor sich. Hine nicht stark kiinstlich gepufferte 
Lésung, wie z.B. Blutserum, darf sogleich enteiweisst werden, 
wihrend bei anderen Lésungen wie einer fermentativen Versuchs- 
lésung, die unter dem Pufferzusatz stark sauer oder alkalisch 
reagiert, ihre Aziditit vor dem Uranylzusatz gegen zu PH 5 ein- 
gestellt werden muss. Mit Riicksicht darauf, dass das Essigsaure- 
acetatgemisch bei Pu 4.6 sein maximales Pufferungsvormogen 
entfalten vermag, habe ich die Umstellung des Pu folgendermassen 
ausgefuhrt. 

Wenn in dem Fermentversuchsansatz der Acetatpuffer 
vebraucht ist, so wird dieselbe Menge des Acetatpuffers wie in dem 
betreffenden Versuchsansatz aber von dem reziproken Mischver- 
haltnis bereitet, mit Wasser bis zum gleichen Volumen wie der 
Hydrolysenansatz verdiinnt und 2.0 ccm davon mit 2.0 cem Probe : 
versetzt, um dann darin 4.0cem 0.6% Uranylacetat hinzuftigen. 
Verdiinnung des Uranylacetats ist also dieselbe wie bei der Ent- 
eiweissung des Serums. Bei Anwendung von Glykokollpuffer setzt 
man den Acetatpuffer (1:1) hinzu, der darin soviele berechnete 
Menge von HCl oder NaOH enthalt, dass das der Probe vorher als 
das Puffergemisch zugesetzte NaOH resp. HCl damit neutralisiert 
wird. Auch bei anderen Pufferl6sungen kann man in gleicher 
Weise arbeiten. 


B. Fallung des Benzidinsulfats. 


Die mit Glasdeckeln versehenen granduierten Zentrifugenglis- 
chen, deren Boden konisch enden, werden gebraucht. In diese 
werden 2.0cem klares Zentrifugat genommen, ein Tropfen Thy- 
molblau hinzugefiigt und 10% HCl mittels einer diinnen Kapillare 
bis zur schwach rotlichen Farbung eingetraufelt. Dann werden 
darin 0.5cem Hisessig und 4.0 cem Benzidinacetonliésung hinzu- 
gesetzt, Glasdeckel aufgelegt, das Gemisch 2-3 mal stark geschiittelt 
und in kaltes Wasser getaucht. Die sich nach und nach ausschei- 
denden Benzidinsulfatkristalle werden binnen 20-30 Minuten 
flockig, und dann durch Zentrifugieren gesammelt. 
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C. Waschen und Auflésung des Niederschlages. 


Nach Abgiessen der iiberstehenden Fliissigkeit werden Zentri- 
fugenglaschen 3 Minuten lang umgekehrt auf Filtrierpapier 
gestellt. Der Bodensatz wird einmal durch Umriihren mit 7 ccm 
Aceton und dann durch Zentrifugieren gewaschen. Der Abguss 
wird sorgfaltig entfernt, die Glaschen in 60° warmes Wasser 4-5 
Minuten gestellt, um Aceton abzudampfen, der Bodensatz mit 
1.0 cem Borax-natron versetzt und durch Erwirmen bei 60° und 
Umriihren mit Glasstiibchen aufgelést. Nach dem Abkiihlen werden 
die Inhalte mit Wasser auf 7.0 cem gefiillt. 


D. Kolorimetrie. 


1.0 cem oder 3.0cem verdiinnter Benzidinchloridlésung und 
1.0 ccm Borax-natron werden in 10cem Messzylinder genommen 
und mit Wasser auch auf 7.0 ccm eemacht. Dieser Vergleichs- 
losung und der obenangefiihrten 7.0 cem Benzidinsulfatlosung wird 
je 1.0cem Naphthochinonsulfonatlésung zugesetzt, um nach 5 
Minuten noch 2.0cem Aceton hinzuzufiigen. Die Kolorimetrie 
kann mit dem Dubosque Kolorimeter ausgefiihrt werden. Die 
Abrechnung ist einfach,-sodass ihre Erlauterung kaum no6tig ist. 
Nach dieser Methode geht die Farbenintensitit mit der zu _be- 
stimmenden Sulfatmenge im Bereich zwischen 0.005 und 0.12 mg 
S pro cem ganz parallel. 

Bei dieser Mikromethode muss das Benzidin zur Fallung des 
Sulfats wirklich rein sein. Das Benzidin “zur Blutuntersuchung” 
(Merck) kann man ohne weiteres verwenden, doch ist es ratsam, 
vorher die Brauchbarkeit des Praparats zu priifen, indem man 
unter Gebrauch von 4.0 cem seiner 0.1% Acetonlésung den S-Gehalt 
in 2.0cem M/1000 K2SO,4 wie oben beschrieben bestimmt. Be- 
messene Zahl soll nicht itiber +2% von der thoretischen abweichen. 
Die meisten Priiparate Benzidin “Reinst” bediirfen der Umkri- 
stellisierung. 

Wie oben erwiihnt, habe ich diese Mikromethode ausgearbeitet, 
um damit zur Erforschung des S-Umsatzes und der Sulfatase- 
wirkung beizutragen. Da es schon bewiesen wurde, dass die 
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Methode zur Bestimmung des S-Gehalts im Serum anwendbar ist, 
soll sie an dem Fermentversuch geprift werden. 

Die obenangefiihrte kolorimetrische Bestimmung des anorgani- 
schen Sulfates lasst sich am besten beim S-Gehalt von 0.12—0.005 mg 
verwenden. Da vor der Enteiweissung durch Uranylacetat Pu der 
Probe zu 4.6 umgestellt werden soll, wird die Konzentration des 
Sulfats in natiirlicher Weise durch dieses Verfahren verdinnt. 
Deshalb muss man zur Versicherung der genauen S-Bestimmung 
die Endkonzentration des Substrats in der Versuchslosung wenigs- 
tens auf M/125 halten, welche Konzentration schon 4 fach so 
stark wie bei der p-Nitrophenol Methode von Morimoto (19387) ist. 
Aber es ist der mit bisherigen Methode fast unmoglich, an Hand 
von 1.0 oder 2.0 eem Probelédsung von M/125 Substrat die fermen- 
tativ abgespaltene anorganische Schwefelsdure genau zu bestimmen. 
Unsere Methode ist daher auch bei Sulfataseversuchen zur Sparung 
der Substrate und zur Vereinfachung der Bestimmung geeignet 
eine allgemeine Verwendung zu finden. 

Ich habe zuerst bei der fermentativen Spaltung des p-Nitro- 
phenolsulfats anorganisches Sulfat und freies p-Nitrophenol kolori- 
metrisch bestimmt und das Ergebnis erreicht, dass sich die aus 
beiden Zahlen berechneten Hydrolysengrade im Bereigh der experi- 
mentellen Schwankung befanden (Versuch V). 

Dies weist auch darauf hin, dass die kolorimetrischen Sulfatase- 
studien mit dem p-Nitrophenolsulfat an sich zuverlassig sind und 
dass die p-Nitrophenolmethode, da das Verfahren ganz einfach aus- 
ftihrbar ist, zur Erforschung der Higenschaften oder zur Isolierung, 
der Sulfatase sehr geeignet ist. 

Ich habe demnachst die Hydrolyse des Glukose-Sulfats mikro- 
methodisch untersucht, wobei ich die optimale Aziditat bei Pu 5 


finden konnte, wie es schon von Soda (1935) angegebenen wurde 
(Versuch VI). 


EXPERIMENTELLER TRILL. 
I. Substrate. 


1. p-Nitrophenolschwefelsaures Kalium war das Praparat, das von 
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Morimoto (1937) gebraucht wurde. 
Analyse: CeHsaNOoSK (257.2) 
ber. S 12.5% gef. S 12.5% 
Barium Glukosemonosulfat wurde nach Soda(1933) hergestellt. 
Analyse : (CeHi106S8Os) oBa + C2H6O (701.7) 
ber. S 9.14% gef. S 8.88% 
Bariumsalz in Losung wurde beim Versuch vorher durch be- 
rechnete Menge K2SO, in Kaliumsalz tibergefiihrt. 


bo 


Il. Ferment. 


Wasserextrakt des getrockneten Seeohrleberpulvers nach Soda 
und Koyama (1935). 


Ill. Pufferlésung. 
1. M/10 Glykokoll-HCl. 
2. M/2 Essigsdure-Acetat. 
3. M/10 Veronal-HCl. 
Pu der Versuchslosung wurde mittels Indikatorpapiers be- 
stimmt. Versuchstemperatur bei Fermentversuch war 37°. 


cd 


III. Ercrpnisse. 


Versuch I. 


Kolorimetrische Bestimmung des § in reinen Sulfatlosungen. 
A) 1.0 cem M/2000 oder M/500 K2S04+1.0 com Wasser. 
B) 1.0cem M/2000 oder M/500 K.SO, + 1.0 cem 0.85% NaCl 
losung. 
C) 1.0cem M/500 oder M/125 K28044 1.0 com Wasser. 
Bei C) Probe wurde nach Zusatz von 2 Tropfen Nak’ das 
, Enteiweissungsverfahren unternommen. 2.0 ccm der mit Uranyl- 
acetat versetzten Losung wurde zur Analyse genommen. 
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ber S mg gef. S mg % 
0.01612 100.5 
ee es 0.01620 101.1 
A —— 
0.06412 0.06460 100.7 
Z 0.01623 101.3 
epee 0.01612 100.5 
B 
0.06522 101.7 
9 
ee 0.06598 102.8 
0.01645 102.5 
G0L602 0.01639 102.3 
C 
aes 0.06380 99.5 
pee 0.06520 101.7 
Versuch II. 


“Versuch zum Zurickgewinnen des dem Serum zugesetzten 
Sulfates. % 

Da vor der Enteiweissung Natriumfluorid nicht zugesetzt 
wurde, war das Resultat nicht zufriedenstellende. 
A) 1.0 cem Ziegenserum+1.0 cem Wasser. 
B) 1.0 ccm Ziegenserum+ 1.0 cem M/500 oder M/125 K2SOq. 

Analyse wurde an 2.0 cem enteiweisster Lésung ausgefiihrt und 
die darin gefundenen S-Mengen sind in der Tabelle angegeben. 


ber. S mg gef. S mg B-A Ausbeute in % 
A 0.00908 
0.02469 0.01561 d 
0.01603 ‘ aaa 
0.02469 0.01561 97.4 
B 
0.06670 0.05762 , 
0.06412 oe 
0.06670 0.05762 89.9 
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Versuch III. 


Versuch zum Zuriickgewinnen des dem Serum oder der Organ- 
suspension zugesetzten Sulfates beim Zusatz des NaF. 
A) 1.0 cem Serum+1.0 cem Wasser. 
B) 1.0cem Serum+1.0 cem M/500 od. M/125 K2S8Ox. 

Analyse wurde an 2.0 cem enteiweisster Lésung ausgefiihrt. 


Tiere gef. S mg ber. S mg B-A Ausbeute in % 
Aon 0.01102 
& aus 0.02740 0.01638 102.1 
= 0.02720 0.01618 100.9 
a B 
Sw 0.0742 E 5 
i none 07420 0.06318 98.5 
0.07330 0.06228 97.1 
A 0.00826 
4 ee 0.02380 0.01554 97.2 
2 0.02422 0.01596 99.6 
=~ B ; 
rae 0.07320 0.06494 101.1 
iota 0.07410 0.06584 102.5 


e 
Die Analyse, die statt Serums mit der 10% Kaninchenleber- 
suspension in physiologischer Kochsalzlosung ausgeftihrt wurde, 
ergab die folgenden Resultate. : 
A) 1.0 eem Suspension+ 1.0 cem Wasser. 
B) 1.0cem Suspension +1.0 cem M/500 od. M/125 K2SO4. 
Analyse wurde an 2.0 cem enteiweisster Losung ausgeftihrt. 


ber. S mg gef. S mg , Ausbeute in % 
e" dausserst 
Spur 
0.01680 104.7 
cp re0e 0.01672 104.3 
B 
0.06590 102.7 
9 
Sara 0.06520 101.7 
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Versuch IV. 


Bestimmung des anorganischen Sulfats, das der Fermentlosung 
zugesetzt wurde. 

1.0cem M/100 od. M/25 KeSO4+2.0 cem dialysiertes Wasser- 
extrakt des Seeohrleberpulvers+7.0 cem Wasser. Enteiweissung 
wurde A) nach Zusatz von 2 Tropfen NaF und B) ohne Zusatz aus- 
gefiihrt und der S-Gehalt in 2.0 cem Zentrifugat bestimmt. 


ber S mg gef. S mg %o 
0.01680 104.8 
0.01603 heehee: gee 
A —s = 
3 0.06590 102.7 
ee 0.06520 101.6 
ve 0.01645 102.6 
coe 0.01652 103.0 
= eset 
P ae 0.06383 99.5 
= 0.06520 101.7 


Versuch V. 


Vergleich der p-Nitrophenol- und Sulfat-Methode bei der 
Hydrolyse des p-Nitrophenolsulfats durch dialysiertes Seeohrleber- 
wasserextrakt. 


Versuchslésung: 
M/12.5 p-Nitrophenolsulfat 1.0 cem 
M/2 Hssigsiureacetat (6: 14) BO 
Ferment 2.0.55 
Wasser 2.0 


» 

Bei der kolorimetrischen Bestimmung des p-Nitrophenols wurde 
ein Teil Versuchslosung mit Wasser 4 fach verdiinnt und dann nach 
Morimoto (1987) mit gleichem Volumen 10% Trichloressigsiiure 
enteiweisst (1/1000 Substratkonzentration). An 1.0cem wurde 
der p-Nitrophenolgehalt kolorimetrisch gemessen. Bei der S-Be- 
stimmung wurde 2.0cem Versuchslésung mit 2.0cem M/4 Essig- 
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saureacetat (14:6) versetzt und mittels 4.0 eem 0.6% Uranylacetat 
enteiweisst und 2.0 cem Zentrifugat wurden zur Analyse gebraucht. 


nach 1 Stunde bei PH 5.0 


_p-Nitrophenol Ss 


0.04964 mg 35.7% 0.04976 mg 38.8% 


Versuch VI. 


Versuch der Hydrolyse des Glukose-Sulfats durch dialysiertes 
Seeohrleberwasserextrakt bei verschiedener Aziditat (20 stiindiger 
Versuch). 


Versuchslosung: 


M/12.5 Glukose-Sulfat 1.0 cem 
Puffer DEO. 
Ferment TAME e 
Wasser 20aers 


Die mg-Zahl in dieser Tabelle bezieht sich auf bemessenen 
S-Gehalt in 2.0 ccm enteiweisster Losungen, die wie bei dem vorigen 
Versuch nach PxH-Korrektion zu 4.6 bekommen wurden. 


Pr 3.2 4.2 5.0 6.2 7.0 8.2 
S mg 0.0704 0.01299 0.01818 0.01333 | 0.00761 
% ao 10.1 14.2 10.4 5.6 Spur 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DEN PARTIELLEN 
ABBAU DER PROTEINE. 


III. Mitteilung. Partielle Spaltung der Gelatine. 


Von 


NOBUO KONUMA. 


(Aus der sechsten Forschungsabteilung (Biochemie) des Institutes fur 
Infektionskrankhetten der Kaiserlichen Universitét zu Tokyo. 
Vorstand der Abteilung: Assist. Prof. Dr. T. Uchino.) 


(Hingegangen am 24. Mirz 1938.) 


I. EINvEIrunNG. 


Eine Anzahl von Forschern haben bis jetzt versucht, die 
Struktur der Proteine aufzukléren, indem sie die Hiweissstoffe 
mittels Sduren, Alkalien oder proteolytischen Enzymen stufenweise 
hydrolysierten und unter den Abbauprodukten diejenigen Sub- 
stanzen aufzufinden versuchten, welche mehrere Aminoséuren in 
Bindung enthalten. Aus der Bindungsweise der Bausteine in 
solechen Produkten haben sie den Schluss iiber die Struktur der 
Proteine gezogen. In den meisten Versuchen ist dennoch die Aus- 
beute an solehen Produkten sehr gering und macht nur einen 
verschwindend kleinen Anteil des Ausgangsmaterials aus. Es. 
reicht nicht aus, um daraus die Struktur des ganzen Hiweiss- 
molekiils zu erschliessen, da der Hauptanteil der Spaltprodukte ganz 
ausser Acht gelassen worden ist. Ausserdem haben viele Autoren 
die Moglichkeit der sekundéren Verainderung der Bindungsart der | 
Aminosiuren im Laufe der Spaltungsvorginge nicht beriicksichtigt. 

Jn derartigen Versuchen ist es einerseits durchaus erforderlich, 
alle entstehenden Abbauprodukte liickenlos zu erforschen, anderer- 
seits miissen die mit dem Spaltungsvorgang stattfindenden Ver- 
anderungen der Verkettungsweise der Aminosiuren  verfolgt 
werden. Auf diese zwei Gesichtspunkte fussend hat Uchino 
(1934) die partielle Spaltung des Seidenfibroins unternommen und 
im Anschluss daran Kunishige (1937) die Spaltungsversuche mit 
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Gliadin ausgefiihrt. Durch diese zwei Untersuchungen wurde es 
festgestellt, dass das Mengenverhiltnis der unter den <Abbav- 
produkten der Proteine auftretenden Peptide, Aminosaure- 
anhydride und freien Aminosduren nicht nur von der Bedingung 
der Aufspaltung, sondern auch von der Natur der Proteine und 
zwar von der chemischen Natur der die Hauptbestandteile der 
betreffenden Hiweisskorper darstellenden Aminoséuren, abhangig 
ist. So liefert das Seidenfibroin, welches fast ausschliesshich aus 
Monoaminomonocarbonsaiuren aufgebaut ist, eine viel grdssere 
Menge von Diketopiperazinen als das Gliadin, welche fast zur 
Halfte aus Dicarbonsdure (Glutaminsaure) aufgebaut ist. 

Es kann hier noch die Frage aufgeworfen werden, wie sich die 
Sache bei denjenigen Proteinen verhalte, welche eine grossere Menge 
von Diaminosaduren enthalten. Zu diesem Zwecke stellt das Protamin 
das geeignetste Material dar. Da es dennoch nicht ohne viel Mihe 
erhaltlich ist, wurde in der vorliegenden Untersuchung die Gelatine, 
welche 8-9 Proz. Arginin enthalten soll, als Versuchsgegenstand 
angewandt. 

Die verwendete Gelatine war von Dr. G. Griibler und stellte 
ein weisses Pulver dar. Hs enthielt 16.86 Proz. Wasser und 13.48 
Proz. Stickstoff (auf wasserfreie Substanz berechnet 16.21 Proz.). 


II. SpauTuNG DER GELATINE MITTELS KONZENTRIERTER 
SCHWEFELSAURE UNTER KALTEANWENDUNG. 


Uchino (1934) hat gezeigt, dass die Spaltung des Seiden- 
fibroins durch konzentrierte Schwefelsiure bei der Temperatur von 
7-8° im Laufe mehrerer Wochen kaum in merklichem Grade vor 
sich geht, wahrend durch 70%ige Siure und zwar bei Gegenwart 
einer gewissen Menge Wassers die Hydrolyse auffallend schnell 
stattfindet. Wenn das Wasser der 70%igen Saure teilweise dureh 
Glycerin ersetzt wird, so wird der Hydrolysengrad etwas herab- 
gesetzt. Anschliessend an diesem Versuch wurde hier ganz in 
analoger Weise der Verlauf der Spaltung der Gelatine mittels kon- 
zentrierter und 50-70%iger Schwefelsiure zeitlich verfolgt. Die 
Gelatine wurde in der 10 fachen Menge der Siuren unter Kilte- 
anwendung gelost und im Hiszimmer bei 5-7° aufbewahrt. Von 
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Zeit zu Zeit wurde eine Probe daraus enthommen, mit Wasser 
verdiinnt und unter Verwendung von Methylrot als Indikator 
neutralisiert. Diese Lésungen wurden auf Biuretreaktion geprift, 
ihr Aminostickstoff gasometrisch nach Van Slyke und ihr Gesamt- 
stickstoff mittels Mikrokjeldahlmethode bestimmt. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle I und Fig. 1 zusammengestellt. 

Fig. 1. 


Spaltung der Gelatine mit konzentrierter und 50-70 %iger 
Schwefelsiure bei 5-7°. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz 


- get 
30 oe ee 
as z 
or ie S 
Wey atm 
epee 
vo 
20 Le 
f 5 % «ger 
- x et it 10 
Vie a gpalluNe sure 
’ 2 HO 52% pe: 
s a NY We v ene he 
yA Ve A yond we ow SOO e- 
, SROs eat ow ee ee 
/, me song” Pea ~_- — Spaltung mit 70% iger 
~ os -°7 ~~ — Schwefelsaure. welche 15% H 
<i Vp panne Wasser und 15% Glycerin enthalt 
Pay ee 
we Pa 
gs a ; 
eee Spaltung mit konz. 
Siz, Schwefelsaure 
Mee = wee 
US 
$6695 045, 2h 27 36 46 56 66 16 Tage 


—— Versuchsdauer 


Aus der Tabelle und Figur geht hervor, dass die Spaltung der 
Gelatine in gleicher Weise wie im Falle des Seidenfibroins bei 
Gegenwart einer gewisser Menge Wassers schneller vor sich geht als 
bei Verwendung der konzentrierten Saéure. Auch beim partiellen 
Ersetzen des Wassers der ersteren durch Glycerin nimmt die Hydro- 
lysengeschwindigkeit ab. Es ist anzunehmen, wie schon Uchino 
gemeint hat, dass die Spaltung der Proteine nur dann einsetzt, 
wenn eine gewisse Menge Wassers zugegen ist, indem ihre langen 
Polypeptidketten unter Wassereintritt hydrolytisch zerlegt werden. 
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Ill. SpauTUNG DER GELATINE DURCH VERDUNNTE SALZSKURE 
UND NATRONLAUGE. 


Die Gelatine wurde dann durch verdiimnte Salzsiure und 
Natronlauge wechselnder Konzentration bei 170° aufgespalten und 
der Verlauf der Hydrolyse aus der Zunahme der freiwerdenden 
Aminogruppen zeitlich verfolgt. 


A. Spaltung der Gelatine durch verdiinnte Salzsiure. 


Je 5 Gelatine wurden mit der 10 fachen Menge von 0.10, 0.15 
und 0.20 n-Salzsiure in ein Druckgefiass eingebracht und im Auto- 
klaven auf 170° erhitzt. Nach jedem 21% stiindigem Erhitzen 
wurde eine Probe der Hydrolysenfliissigkeit entnommen, filtriert 
und mit 0.1 n-Natronlauge unter Verwendung von Methylrot als 
Indikator neutralisiert. In dieser Losung wurde die Biuret- 
reaktion geprift und der Gesamt- und Aminostickstoff bestimmt. 
Auf diese Weise wurde die zeitliche Verinderung der Prozentwerte 
des Amino-N zum Gesamt-N verfolet. Der Gesamtstickstoff wurde 
mittels Mikrokjeldahlmethode und der Aminostickstoff nach 
Linderstrom-Lang (1928) bestimmt. 

Die Resultate sind in Tabelle II und Fig. 2 angegeben. 


TABELLE IT. 


Spaltung der Gelatine mit 0.10, 0.15 und 0.20 n-Salzsiiure bei 170°. 
5 g Gelatine in 50 cem verd. Salzsiure. 


a) Spaltung mit 0.10 n-Salzsiure. 


Cela ns i eaee Deon Biuretreaktion 
2h 30’ 23.55 — 
5h 27.42 Re 
Th 30° 30.85 ne 

10h 30.69 = 
12h 30’ 31.50 = 
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b) Spaltung mit 0.15 n-Salzsiure. 


Versuchsdauer : Amino-N zum Oe ae : 
(Stunden) Gesamt-N Proz. Biuretreakrion 
2h 30’ 28.12 3h 
oh 30.38 3F 
Th 30’ 34.27 a: 
10h 36.59 , = 
12h 30’ 37.42 ~ 
ce) Spaltung mit 0.20 n-Salzsiure. 
Versuchsdauer Amino-N zum Binrotronn 
(Stunden) Gesamt-N Proz. ure iCae 
2h 30’ 32.69 + 
5h 34.86 Se 
Th 30’ 38.05 Sie 
10h 41.08 a 
12h 30’ 41.44 = 
Hig. 2: 


Spaltung der Gelatine mit verd. Salzsiure bei 170°. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz. 


50 

0.20 n-HCl 
40 

0.15 n-HCl 
a 0.10 n-HCl 


Ss 
SS 


230" ie 730" 10" 12'30’ 
——— Erhitzungsdauer 


) 
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Nach 2% stiindigem Erhitzen geht die Gelatine vollstindig in 
Losung. Bei fortgesetztem Erhitzen tritt eine sehr geringe Menge 
von schwarzbraunem Niederschlag auf. 


B. Spaltung der Gelatine durch verdiinntes Alkali. 


Ganz in analoger Weise wie bei der Saurespaltung wurde die 
Gelatine mit 0.10, 0.15 und 0.20 n-Natronlauge auf 170° erhitzt 
und der Verlauf der Hydrolyse zeitlich verfolet. Die Resultate 
sind in Tabelle III und Fig. 3 zusammengestellt. In Fig. 3 sind 
auch die Kurven der Fig. 2 aufgezeichnet, um der Vergleich mit 
dem Ergebnis der Saéurespaltung zu gestatten. 


TABELLE IIT. 


Spaltung der Gelatine mit 0.10, 0.15 und 0.20 n-Natronlauge bei 170°. 
5 g Gelatine in 50 cem verd. Natronlauge. 


a) Spaltung mit 0.10 n-Natronlauge. 


Versuchsdauer Amino-N zum Bie mttaer ke 
(Stunden ) Gesamt-N Proz. | Biuretreaktion 
2h 30’ 26.77 = 
5h Ae il | tr 
Th 30’ 40.20 + 
10h 44.66 ate 
2H eS 0, 46.65 = 
b) Spaltung mit 0.15 n-Natronlauge. 
Versuchsdauer Amino-N zum ne ieee Sones 
(Stunden) Gesamt-N Proz. Biuretreaktion 
2h 30’ 31.85 ah 
5h 39.97 ar 
Th 30’ 44.43 a6 
10h 48.36 = 
12h 30’ 52.54 | - 
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¢) Spaltung mit 0.20 n-Natronlauge. 


Versuchsdauer Amino-N zum i } 
(Stunden) Gesamt-N Proz. Biuretreaktion 
2h 30’ 37.19 a 
ap 46.01 es 
Th 30’ 51.12 4 
10k 56.06 Las 
12h 30’ . 56.53 = 
Fig. 3, 


Spaltung der Gelatine mit verd. Natronlauge (und Salzsiure) bei 170°. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz. 


60 
0.20 n-NaOH 


0.15 n-NaOH 


40 
~—-—-—-—— 0.15 n-HCl 
Siac S 


ore SS 0.0 HCl 
~~ 


30 


10 


2°30" 5 7°30’ 10° 12°30" 
——— > Erhitzungsdauer 


Untersuchungen tiber den partiellen Abbau der Proteine.—III. 59 


Dureh Alkalibehandlung wird die Gelatine zuerst vollstiindig 
gelost. Es scheidet sich dennoch bei fortgesetztem Erhitzen eine 
geringe Menge von schwarzbraunem Niederschlag ab. Aus Fig. 3 
ergibt sich, dass bei der Alkalispaltung der Gelatine die Menge der 
freigelegten Aminogruppen mit der Zeit immer zunimmt, waihrend 
bei der Spaltung mit Saure der zunachst auffallige Zuwachs an 
freien Aminogruppen sich spiter vermindert und die Aminostick- 
stoffkurve verliuft mit der Zeit angenahert holizontal. Diese Er- 
scheinung beruht wohl darauf, dass bei der Séurespaltung betriacht- 
liche Anhydridbildung stattfindet, wie weiter unten ¢ezeigt wird. 
Ferner verschwindet die Biuretreaktion bei der Saurespaltung 
frihzeitig und schon bei niederem Aminostickstoffwert: Das 
Verschwinden der Biuretreaktion ist, wie Uchino (1934) gezeigt 
hat, nicht nur auf die Aufspaltung der Polypeptiden, sondern auch 
auf ihre Anhydrisierung zu Diketopiperazine zuriickzufiihren. 

c. Die Gelatine enthalt eine gewisse Menge von Dikarbon- 
sauren, an denen das Ammoniak als Sdureamid gebunden ist. Aus 
dieser Bindung wird es durch Saéure- oder Alkalibehandlung befreit. 
Ferner wird die Guanidingruppe des Arginins bei der Hydrolyse, 
besonders bei der Alkalibehandlung, zersetzt und dabei soll das 
Ammoniak befreit werden. Es wurde deshalb neben der Menge 
der bei der Hydrolyse freiwerdenden Aminogruppen auch die des 
Ammoniaks zeitlich verfolet. Die Resultate sind in Tabelle IV und 
Fig. 4 verzeichnet. 


TABELLE IV. 
Spaltung der Gelatine mit 0.15 n-Salzsiiure und Natronlauge bei 170°. 
5 g Gelatine in 50 cem verd. Salzsiure od. Natronlauge. 


a) Spaltung mit 0.15 n-Salzsaure. 


veeeeey | GecamtN Pron. | GesameiN Prog” | Biuretreaktion 
Da OY 28.67 4,75 + 
5h 31.88 6.26 35 
Th 30’ 34.67 7.28 - 
10h 36.19 7.82 — 
12h 30° 36.91 8.43 — 
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b) Spaltung mit 0.15 n-Natronlauge. 


Versuchsdauer Amino-N zum Ammoniak-N zum Pin eeie aiction 
(Stunden) Gesamt-N Proz. Gesamt-N Proz. ER : 
2h 30’ 31-59 ° 4.54 ae 
5h 40.20 SD | =f 
Ties Og | 45.19 3.35 BE 
10h 51.05 2.80 7 
12h 30’ 53.87 1.53 = 
E Fig. 4. 
Spaltung der Gelatine mit 0.15 n-Salzsiiure und Natronlauge bei 170°. 
Prozent 
60 
0.15 n-NaOH 
50 
40 
0.15 n-HCl 
30 


Amino-N zum Gesamt-N Proz. 


20 ——--- Ammoniak-N zum Gesamt-N Proz. 


2'30° Se 7°30' 10" 12°30’ 
——>_ Erhitzungsdauer 


Aus der Tabelle IV und Fig. 4 ist ersichtlich, dass das freie 
Ammoniak der Hydrolysenfliissigkeit bei der Siurespaltung im 
Laufe von 121% Stunden bis zu 8 Proz. aufsteigt, wihrend es bei 
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der Alkalibehandlung mit der Zeit stetige Abnahme zeiet. Die 
Ursache hiervon liegt wie im Falle der Alkalispaltung des Gliadins 
(vel. Kunishige, 1937) darin, dass die Hauptmenge des gebildeten 
Ammoniaks aus der Lésung entweicht. 


IV. FRAKTIONIERUNG DER ABBAUPRODUKTE DER GELATINE. 


Um das Mengenverhialtnis der freien Aminosiuren, Peptide 
und Diketopiperazine in den Abbauprodukten der Gelatine klarzu- 
stellen, wurden nachstehend die Produkte, welche bei der partiellen 
Iiydrolyse der Gelatine mit verdiinnter Salzsiiure und Natronlauge 
in verschiedener Konzentration entstehen, in eine Reihe von Frak- 
tionen getrennt und inbezug auf ihre chemische Zusammensetzung 
ermittelt. Zu diesem Zwecke wurden je 60¢@ Gelatine mit der 
10 fachen Menge von 0.10, 0.15 und 0.20 n-Salzséure, sowie 0.10, 
0.15 und 0.20 n-Natronlauge 10 Stunden lang auf 170° im Auto- 
klaven erhitzt. 

Es sei hier als Beispiel das Ergebnis der Fraktionierung der- 
jenigen Spaltprodukte erwéhnt, welche beim Abbau mit 0.10 n- 
Salzsdaure entstehen. Das von der geringen Menge des schwarz- 
braunen Niederschlags abfiltrierte Hydrolysat zeigte schwache 
Biuretreaktion und enthielt 8.179 g Stickstoff. Der Aminostickstoff 
machte 31.59 Proz. des Gesamtstickstoffes aus. Die Losung wurde 
vorsichtig mit 1 n-Natronlauge neutralisiert und bei der Temperatur 
von 40° unter vermindertem Druck auf etwa 100 ccm eingeengt. 
Die Losung wurde dann im Fliissigkeitsextraktor nach Kuma- 
gawa-Suto 35 Stunden lang mit Essigather ausgezogen. 

Der Essigitherauszug (Fraktion A) wurde nach dem Abtreiben 
des Lésungsmittels in etwa 200 cem Wasser aufgenommen und in 
dieser Loésung wurde der Gesamt- und Aminostickstoff bestimmt. 
Zur Entfernung der harzigen Substanzen, welche in geringer Menge 
darin enthalten sind, wurde die Lésung unter Zusatz von Tierkohle 
aufgekocht und filtriert. Das Filtrat wurde dann wieder auf ca. 
100 cem eingeengt und im Hiszimmer aufbewahrt. Diese Losung 
wies starke Carbonylreaktion auf und enthielt 1.871 g Stickstoff, 
welches 23.12 Proz. des in der zur Spaltung verwendeten Gelatine 
enthaltenen Stickstoffes ausmacht. Sie enthalt keine freie Amino- 
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eruppe. Hs ist anzunehmen, dass diese Fraktion ausschliesslich aus 
Diketopiperazinen besteht. Zur Bestimmung der einzelnen Amino- 
siuren, welche in dieser Fraktion enthalten sind, wurde ein aliquoter 
Teil derselben bis zum Sirup eingeengt und mit 5 n-Schwefelsdure 
17-18 Stunden lang bei Siedetemperatur hydrolysiert. Dann 
wurde die Schwefelsiure mit Baryt entfernt, bis die Losung 
schwach kongosauer reagiert. Vom Bariumsulfat wurde abgesaugt, 
der Niederschlag mehrmals gewaschen. Die gesammelten Filtrate 
wurden eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Aus 
dieser Losung wurde das Arginin nach der Vorschrift von 
Vickery und Leavenworth (1928) als Flavianat abgeschieden. 
Das Prolin trennten wir nach Bergmann (1935) als Rhodanilat 
ab und aus dem so erhaltenem Filtrate wurde das Oxyprolin nach 
Kapfhammer und Eek (1927) als Reineckat ausgefallt. Die in 
dieser Weise ermittelte Verteilung des Arginins, Prolins und Oxy- 
prolins in Gelatine ist in Tabelle V angegeben. 


TABELLE V. 
Verteilung der Aminoséuren in Gelatine. 


Aminosiuren aus Arginin. 9.37 g 
100 g wasserfreie’ | Prolin 13.86 g 
Gelatine | Oxyprolin 8.52 ¢ 
Aminosadiure-N Arginin-N 20.55% 
zum Gesamt-N Prolin-N 10.89% 
Proz. Oxyprolin-N 5.11% 


Die Restlosung der Essigatherextraktion wies schwache Biuret- 
reaktion auf. Auch die Carbonylreaktion fiel sehr schwach positiv 
aus. Der Aminostickstoff betrug 42.22 Proz. des Gesamtstickstoffes. 
Zur weiteren Fraktionierung wurde sie auf etwa 80 cem eingeengt 
und mit der 8 fachen Menge absoluten Alkohols versetzt. Beim 
Stehen im Hiszimmer fiir einige Tagen schied sich am Gefiassboden 
schwarzbrauner Sirup ab. Die iiberstehende alkoholische Lésung 
wurde durch Dekantieren abgegossen. Der zuriickbleibende Sirup 
wandelte sich beim Hinzufiigen von absolutem Alkohol in pulverige 
Substanz um, welche abgesaugt und mit Alkohol gewaschen wurde. 


TapeLue VI. 
Stickstoff- und Aminosiiureverteilung in den Abbauprodukten der Gelatine (60g). 10 stiindige Spaltung bei 17 


‘ a) Biuretreaktion b) Carbonylreaktion ¢) Millonsche Reaktion 
Saure-und Alkali- re ied 
konzentration Salzsdure 
Fraktionen 0.10 n 0.152 0.20 n 0.10 n 
8.179 g als N a) = | 8.141 ¢ als N a) o— 7.923 g als N 2) 7.568 g als N 2) eee TOSI 
. ’ Filtrat Amino-N a b) + Amino-N Dp) ae Amino-N b) + Amino-N z b) + Amino- 
: a LISD) a———_-_ = 30,01 ————_~_ = 42.469 ————___ = 45,10% ——— 
Hydrolysat Gesamt-N ABE c) + | Gesamt-N °° oe c) + | Gesamt-N eo ¢) “ MGesameN ~~ ~~ e) eas Gesamt- 
: 0.46 g) 0.0108 g als N (0.83 g) | 
Riickstand ( \ i 
Gesamt-N = 2.34% Gesamt- 
Vor der 2.088 g als N a) 2.039 g als N a) — 1.976 g als N ay- — 1.793 ¢ als N a) 1.548 g 
Fraktion A Tierkohle- Amino-N _ Amino-N _ oO, Amino-N __ 0.69 1 ps Amino-N _ 0.77% b)t+-4 Amino- 
behandlung | Gesamt-N O06 as Dens. Gesamt-N 284 Tobi ts q Gesamt-N ea rene Gesamt-N ey) | Gesamt- 
: 1.871 g als N a) —- 1.902 g als N 2) 1.754 g als N A= 1.682 gals N a) 1.423 g : 
Pe : Amino-N _ 6 4 | Smino-N = 0 Amino-N _ 030% bit4= Amino-N _ 0 b)+++4| Amino-l 
Hssigiither- Lee Gesamt-N 0.00% b+ + Gesamt-N 1.56% b)+++ Gesamt-N nO e! Derr Gesamt-N b) Gesamt- 
auszug ee abl Arginin-N 0 Arginiu-N 0 Arginin-N 0 Arginin-N 0 Arginin 
& | Prolin-N 25.64% Prolin-N 26.10% Prolin-N 27.99% Prolin-N 30.78% Prolin-} 
| Oxyprolin-N16.25% Oxyprolin-N16.85% a) — Oxyprolin-N19.45% Oxyprolin-N17.67% Oxyprol 
Restlé a 5.621 g als N a) + 5.941 g als N a) — 5.763 g als N i) ae rane g N 2) ee Daou er 
oe Amino-N | Amino-N _ ATMINO IN ey a5 te mino-N _ <9 059 Be Amino 
Essigitherextraktion Gen =42.29% b) + Ge =48.59% ») ain 54.32% b) + Gesamte ToD) eee) Gone 
15.34g) 1.830galsN a) + /|(21.642)2.489¢ alsNa) — 22.75 ¢)2.667g¢g als Na) — (23.83 g) 2.725 8 alsin a) Ss (25, 75g) 
“ : eee = 11.93% b) - Gesamt-N=11.49% b) — Gesamt-N =11.74% b) — Gesamt-N=11.48% b) = Gesamt- 
Fraktion B Amino-N _ 66 510% _ Amino-N _ 69 930, Amino-N _ 74 15% Amino-N _ 75.06% _ Amino- 
Gesamt-N : Gesamt-N : Gesamt-N Gesamt-N | Gesamt- 
| ‘ : Ae ¢ — | 0.725 ¢ als N a) 0.459 g als N a) — | 0.620¢g 
| - -Reaktion B 0.665 g als N 2) ate | 0.814 g als N a) ey ( 
| | Amino-N so 440 p) — | Amino-N _s0 190% p) pmoino-N 310% b) ae oO 50067) = ae 
| Durch PWS. | Gesamt-N °° Gesamt-N Gesamt-N Gesamt-N _ Gesamt 
In Alkohol fallbarer Arginin-N 33.21% Arginin-N 51.34% Arginin-N 59.86% Arginin-N 0 ‘ Arginin 
schwer Teil der Prolin-N 5.15% Prolin-N 9.12% Prolin-N 7.96% | Prolin-N 0.25% Prolin- 
eee Fraktion B Oxyprolin-N 3.33% Oxyprolin-N 5.14% Oxyprolin-N10.20% Oxyprolin-N34.06% _ Oxyprol 
eil der eee: 7 : 
Produkte Fraktion Bs | 0.660 g als N a) = 1177 ¢g als N a) = | 1.487 ¢ als N a) = 1.643 g als N a) — | Foe: g 
in der 4 ee Amino-N Amino-N 2 Amino-N _ ; _ Amino- 
Durch PWS. | Amino-N _ Amino-N _ 9. 440 — | Ammo-N _go 55g | — | Amino-N _ 99 49 bea 
Rest- nicht fall- Gesamt-N ea TaP) Gesamt-N ESC Gesamt-N ea) Gesamt-N ye ) Gesamt- 
Josung barer Teil Arginin-N 0 Arginin-N 0 Arginin-N 0 Arginn-N 0 Arginin 
der Prolin-N 1.48% Prolin-N 0 Prolin-N 0.41% Prolin-N 3.45% Prolin- 
Fraktion B Oxyprolin-N 6.52% Oxyprolin-N12.29¢% Oxyprolin-N11.84% Oxyprolin-N 5.779% : Oxyprol 
3.688 ¢ als N a) ei 3.193 ¢g ais N Di) tees feel g ne N a) — Fee g oe N yy, BE | Fox g 
replat 1 Amino-N _ : " Amino-N _ . a5 mino-N _ 95 no, ees mino-N _4y ej ee mino 
Fraktion C eee Ga 31.61% b) 4 Gece SPIGA Ney) Se OR ROTE i gions J b) Gua % db) Gace 
= i | 
} a .206 g als N a) — 1.908 g als N a) 0.946 g als N a) + | 1.064¢ 
Fraktion C, | 1.547 g als N a) + | 1.206¢ oe eee 
ee, | Anaino-N Eee Te, by = | mmo Zoonoc, bh)? Se 30.04% by + | SmMON Ssioem ») — | miBes 
Darche WS: Gesamt-N Gesamt-N meee Gesamt-N Gesamt-N | Gesamt- 
fallbarer Arginin-N 33.32% Arginin-N 39.33% Arginin-N 41.59% Arginin-N 0 : | Arginin 
Von der Teil der Dialer oN 9.75% | Prolin-N 9.07% Prolin-N 7.5390 Prolin-N 15.15% | Prolin-} 
Ben teen | Oxyptorin: N. 4.37% Oxyprolin-N12.45% Oxyprolin-N15.05% Oxyprolin-N 9.85% Oxyprol 
ubgetre at : 
alkoho- Fraktion C2 | 0.890 g als N a) = | 1177 gals N Hi) Se yen g ce N Dee be Nee s aa N SP al oe 
lische Ww Mango Amino-N _,- mino-N _g7 74 mino-N _ 73.06% b) — ino- 
Loésung me ats Gesamt-N Se Gesamt-N ne Wye. 2) Gesamt-N LAD: Gesamt-N | Gesamt- 
. pee NE -oinin- Arginin-N 0 Arginin-N 0 | Arginin 
barer Teil Arginin-N 0 Arginin-N 0 gu ; | ; 
der Prolin-N 4.90% Prolin-N 8.35% Prolin-N 8.847% Pees. eee eco! 
Fraktion @ | Oxyprolin-N 3.42% Oxypralin-N 3.44% Oxyprolin-N 2.359% Oxyprolin N 4.379% Oxyprol 


Natronlauge 

0.15 n 0.20 ” 
ils N 3 25 7.834 g als N a) — 
v b) + Amino-N 3 b) + 
— =48.59 ———. = 53.4 
N % ¢) = | Gesamt-N BET ©) as 


).0148 g als N 


(1.08 g) 0.0170 g als N 


N = 1.78% Gesamt-N = 1.57% 
us N a) 1.443 g als N a) = 
Vv > Amino-N 
~ = 2. 22 Re ee ! 
% 68% b)+++4 Geiamai 59% b)+t+t+ 
ls N a) — 1.347 g als N a) — 
os ae PATIO SIN ae 59.07 
i 2.29% b)+t++ Gosamt.N 3.52% b)++t+ 
IN 60 Arginin-N 0 
31.32% Prolin-N 31.52% 

u-N20.08% Oxyprolin-N29.45% 
ils N S)) a 5.645 g als N ay) Se 
N Amino-N 
~ — §3,22907% = Seafarer AT% = 
Y ‘: ON Gesamt-N ce) 
8.107galsN a) + |(82.00¢)3.346¢ als Na) = 
N=12.083% b) x | Gesamt-N=10.45% b) + 
v Amino-N 
— = 84,01 Ae ON 
N % Gesamt-N oes 
ls N a) — 0.815 g als N a) — 
N Amino-N 
= =47.17%, = eee en SLO O - 
7 USAGE, Ny Gant 58.19% )) 
in 0 Arginin-N 0 
0 Prolin-N 6.13% 
in-N30.11% Oxyprolin-N 29.93% 
ils N a) — 1.886 g als N a) — 
N % Amino-N 
—=95.88% b) — ee = OS. iy 
y= 95 2 Ww) Seay, 98.81% bb) 
- 0 Arginin-N 0 
0 Prolin-N 4.77% 
n-N 5.98% Oxyprolin-N10.11% 
ils N a) + | 2.166¢ als N '  @)) sis 
i Amino-N 
— =42.41 ets ae AOS a am 
N 7 b) Gesamt-N See) 
uls N a) + | 0.870galsN a) — 
i | Amino-N 

=47,31% t =37.80% — 
N 31% b) | Gesamt-N Bt 207d?) 
NO Arginin-N 0) 
16.82% Prolin-N 18.03% 
n-N 9.75% | Oxyprolin-N11.53% 
als N a) — | 0.781 g als N a) — 
v ge Amino-N ; 
~=7183% 1 - =79,98¢ = 
N Zo b) Gesamt-N (oe SE) 
N 0 Arginin-N 0 


10.35% 
n-N 4.68% 


Prolin-N 12.54% 


| Oxyprolin-N 5.03% 
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Das getrockenete Pulver (Fraktion B) wog 15.34g und enthielt 
11.93 Proz. Stickstoff. Die gesammelten Filtrate wurden mit der 
obengenannten alkoholischen Lésung vereinigt (Fraktion C). 

Ein aliquoter Teil der Fraktion B wurde dann zur weiteren 
Fraktionierung in 1 n-schwefelsaurer Lésung-mit Phosphorwolfram- 
saure gefallt. Der Niederschlag wurde mit Baryt. zerlegt und aus 
dem barytalkalischem Filtrate das Barium mit S¢hwefelsiure 
entfernt (Fraktion B,). Die Mutterlauge, welche den mit Phos- 
phorwolframsaéure nicht fallenbaren Anteil enthalt, wurde mit 
uberschtissigem Baryt versetzt und nach dem Absaugen wurde das 
Baryt sorfaltig mit Schwefelsdiure gefallt (Funktion Bz). Diese 
Fraktionen B; und By wurden dann mit 5 n-Schwefelsiure hydro- 
lysiert und wie zuvor dargelegt die Menge der einzelnen Amino- 
sduren bestimmt. Ganz in gleicher Weise wurde die Fraktion C 
unter Verwendung von Phosphorwolframséiure in zwei Anteile 
(Fraktion C,; und Cy) getrennt und die Verteilung der Amino- 
sduren in denselben ermittelt. Die Resultate sind in Tabelle VI 
verzeichnet. 

Auf analoge Weise wurde je 60 ¢ Gelatine mit 0.15 und 0.20 
n-Salzsiure, sowie mit 0.10, 0.15 und 0.20 n-Natronlauge hydro- 
lysiert, die entstehenden Abbauprodukte in verschiedene Fraktionen 
zerlegt und die chemische Zusammensetzung einzelner Fraktionen 
ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengestellt. 

Aus Tabelle VI kann man die folgenden Schliisse ziehen : 

1. Unter den Fraktionen der Abbauprodukte der Gelatine 
besteht die Fraktion A (der Essigitherauszug) fast ausschliesslich 
aus Diketopiperazinen, wahrend alle tibrigen vorwiegend nur 
Peptide und freie Aminosiuren enthalten. Inder Anhydridfrak- 
tion lasst sich kein Arginin nachweisen. Dagegen sind das Prolin 
und Oxyprolin, besonders das erstere, in grdésserer Menge darin 
vorhanden. Dieser Umstand besagt, dass die bei der partiellen 
Spaltung auftretenden argininhaltigen Peptide wenig geneigt sind, 
sich in Anhydride zu verwandeln, wihrend solche aus Prolin und 
Oxyprolin viel Neigung haben, Anhydride zu bilden (vgl. Kuni- 
shige, 1937). Es wurde von Kunishige festgestellt, dass bei der 
partiellen Spaltung des Gliadins das Prolin in grosserer Menge in 
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der Anhydridfraktion aufgefunden wird. 

2. By, und C, sind diejenigen Fraktionen, welche aus dén in 
Alkohol schwer léslichen sowie leicht loslichen Anteilen der Abbau- 
produkte dureh Fallung mit Phosphorwolframsaure erhalten 
wurden. Diese beiden- Fraktionen bestehen deshalb vorwiegend aus 
Peptiden und basischen Aminosiuren. Demgegentiber enthalten 
die mit Phosphorwolframsaure nicht fallbaren Fraktionen B, und 
Cs, wie aus ihrem Aminostickstoffgehalt ersichtlich, der Haupt- 
menge nach freie Aminosdiuren neben einer kleinen Menge von 
Peptiden. Durch Vergleich der Aminosaureverteilung in diesen 
vier Fraktionen ist ersichtlich, dass das Arginin durch Erhitzen 
mit Alkali vollstaéndig zersetzt wird, da es sich in allen Fraktionen 
der Alkalispaltung nicht nachweisen lasst. In den Fraktionen By, 
und C; der Saurespaltung ist das Arginin in grésserer Menge 
vorhanden und sein Stickstoff macht 30-60 Proz. des Gesamtstick- 
stoffes aus. Die alkoholl6shchen Fraktionen sind im allgemeinen 
reich an Prolin, wahrend die alkoholunloslichen reich an Oxyprolin 
sind. Besonders oxyprolinreich ist die Fraktion B, der Alkali- 
spaltung. 

3. Um Uberblick iiber das Mengenverhiiltnis der Diketo- 
piperazine, Peptide und freien Aminosduren in den Abbauproduk- 
ten durch Saure und Alkali zu gewinnen, wurde in Tabelle VII 


TABELLE VII. 
Verteilung der Diketopiperazine, Peptide und freien’ Aminosiuren in den 
Abbauprodukten der Gelatine (60 ¢). 
10 stiindige Spaltung bei 170°. 


Spaltung mit HCl Spaltung mit NaOH 


CLOT Ol Pte MOb2 Olas OF Onan Oftts an en Ose Oia 


Diketopiperazine 1.871 ¢ | 1.902 g/ 1.754 ¢ | 1.682 ¢| 1.423 g | 1.347 ¢ 
als N (23.12 %)|(23.51%)|(21.68%)|(20.79 %)|(17.59 %)|(16.65%) 


Peptide und basische 2.212 ¢| 2.020 ¢/ 1.823 ¢| 1.405 ¢ | 1.684 ¢] 1.685¢ 
Aminosduren als N (27.34%)|(24.97 Yo)|(22.53%) (17.36 %)|(20.82 %)|(20.83 %) 


Sey bear et 1.550.g | 2.354 ¢ | 2.654 ¢| 2.4422 | 2.429 ¢| 2.617 ¢ 
von Peptiden ale &_((16:57%)|(29.09%)|(32.80%) (30.18%) (29.93%) (3.33%) 
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die Stickstoffverteilung in Fraktion A (Diketopiperazine), B,-+C; 
(Peptide und basische Aminosiuren) und B,.+Cs. (freie Amino- 
sdiuren neben kleiner Menge einfacher Peptide) angegeben. Die 
Zahlen in Klammern zeigen die Prozentwerte zum in dem verwen- 
deten Material enthaltenen Stickstoff. Aus dieser Tabelle ersieht 
man, dass bei der Gelatine die Ausbeute an Anhydriden merklich 
grosser ist als beim Gliadin (vgl. Kunishige, 1937), doch ist sie 
nicht so gross wie im Falle des Seidenfibroins (vel. Uchino, 1934). 
Ferner ist die Bildung der Diketopiperazine bei der Saurespaltung 
im aligemeinen grésser als bei der mit Alkali, wie es schon beim 
Ghadin und Seidenfibroin beobachtet worden ist. 


V. ISOLIERUNG DER DIKETOPIPERAZINE AUS DER FRAKTION A 
(DIE FRAKTION DER ANHYDRIDE). 


Versuch I. 300¢ Gelatine wurde mit der 10 fachen Menge 
0.15 n-Salzsaure 10 Stunden lang auf 170° erhitzt, und das so 
erhaltene Hydrolysat 35 Stunden lang mit Essigather ausgezogen. 
Nach dem Abtreiben des Losungsmittels aus dem Essigatherauszug 
verbleb ein brauner Sirup, welcher in groésserer Menge heissen 
Wassers aufgenommen und unter Zusatz von Tierkohle ausgekocht 
wurde. Das Filtrat wurde dann bis zu, Sirup eingeengt und 
mehrere Monate lang im Hiszimmer stehen gelassen. Es schied 
sich dabei in grosserer Menge krystallinische Substanz aus, welche 
in bréunlichem Sirup eingebettet ist. Die Krystallmasse ist leicht 
loslich in Wasser, dagegen schwer in kaltem Alkohol und Aceton. 
Beim Hinzufiigen von Alkohol und Umriihren ging der Sirup in 
Lésung, wahrend die Krystalle ungelést zuriickbheben. Sie 
wurden abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Die so erhaltene 
Krystallmasse wog 7.55¢. Zur weiteren Reinigung wurde die 
Substanz mit Aceton umkrystallisiert. Die Ausbeute des gereinigten 
Produktes betrug 4.3 g. Das nochmals aus Aceton umkrystallisierte 
Produkt schmolz bei 207°. Fiir die Analyse wurde es. bei 110° im 
Vakuum getrocknet. 

4.195 mg Substanz gaben 8.362 mg COs und 2.486 mg H20O. 
Fiir C;HicO2N2 (151.4) Ber. Gef. 
‘ C 54.51% 54.36% 
H 6.54% 6.63 % 
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5.254 mg Substanz gaben 0.837 cem Ne bei 18.8° und 757.2 mm Hg. 
Fiir C;HioO2Ne2 (151.4) Ber. Gef. 
N 18.18% 18.20% 

Optische Messung: Wassrige Lésung, welche 0.3776 @ Sub- 
stanz in 10 cem enthilt, drehte in 1 dm-Rohr bei 18.5° Natriumlicht 
7.00° nach Jinks. 

[a] 85 = NS eS 

Die Analysenergebnisse sprechen dafiir, dass hier Glycyl- 
prolinanhydrid vorliegt. Nur war der Schmelzpunkt und das 
Drehungsvermégen etwas niedriger als das synthetische Produkt 
von KE. Fischer und Reif (1908). 

Um das Prolin nachzuweisen, das in dieser Substanz enthalten 
ist, wurde die Totalhydrolyse ausgefiihrt. 0.5g Substanz wurde 
mit 7.5 eem 5 n-Schwefelsiure 17 Stunden lang hydrolysiert. Die 
Schwefelsiure wurde quantitativ mit Baryt ausgefallt. Das Filtrat 
und Waschungen wurden eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. In dieser Losung wurde der Gesamtstickstoff nach der 
Mikrokjeldahlmethode und der Aminostickstoff nach van Slyke 
bestimmt. Der letztere betrug 50.06 Proz. des Gesamtstickstoffes. 
Um die Gegenwart des Prolins direkt nachzuweisen wurde es nach 
der Vorschrift von Bergmann (1935) in Form seines Rhodanilin- 
salzes aus einem aliquoten Teil der Hydrolysenfliissigkeit ab- 
geschieden. Die Ausbeute betrug 90.88 Proz. der Theorie. 

Versuch II. Um die Anhydride, welche bei der Saure- und 
Alkalibehandlung auftreten, miteinander zu vergleichen, wurde 
60¢ Gelatine mit 0.10 n-Natronlauge 10 Stunden lang bei 170° 
abgebaut und das so erhaltene Hydrolysat, wie im Versuch I 
erwahnt, aufgearbeitet. Die erhaltene rohe Krystallmasse wog 
1.62 ¢ und das aus Aceton umkrystallisierte Produkt 0.95 ¢. Das 
aus Aceton abermals umkrystallisierte Produkt schmolz bei 171°. 


4.195 mg Substanz gaben 8.362 mg COz und 2.486 mg HO. 


Fiir C;HiO2Ne (151.4) Ber. Gef. 

C 54.51% 54.36% 

H 6.54% 6.63% 
4.562 mg Substanz gaben 0.718 ccm No» bei 18.2° und 756.9 mm Hg. 
Fiir C;H102Ne (151.4) Ber. * Gef. 


N 18.18% 18.01% 
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Das Produkt war optisch ganz inaktiv. Aus dem Analysen- 
ergebnis geht hervor, dass hier auch Glycyl-prolinanhydrid vorliegt. 
Es weist dennoch insofern die Unterschiede auf, als das bei der 
Alkalispaltung erhaltene Anhydrid merklich niederen Schmelz- 
punkt besitzt und optisch inaktiv ist. Die erhebliche Differenz im 
Schmelzpunkt ist ohne Zweifel durch eine Racemisierung bedingt. 
Levene und Beatty (1906) haben bei der langandauernden 
tryptischen Verdauung der Gelatine das Glycyl-prolinanhydrid 
vom Schmelzpunkt 182-183° erhalten. Die optische Messung haben 
sie nicht ausgefiihrt. Vielleicht ist ihr Anhydrid zum _ grossen 
Teile in Racemkorper umgewandelt. 


VI. ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


In der vorliegenden Mitteilung wurde die partielle Spaltung 
der Gelatine unter verschiedenen Versuchsbedingungen, wie sie in 
der friiheren Arbeiten von Uchino und Kunishige angegeben 
sind, ausgefiihrt. 

1. Die Aufspaltune der Gelatine durch konzentrierte 
Schwefelsdure geht nur unter Zusatz einer gewissen Menge Wassers 
vor sich. Dieser Umstand wurde schon von Uchino in seinem 
Versuch mittels Seidenfibroins beobachtet und darauf zuriick- 
eefiihrt, dass die Proteine ihre Aufspaltung zuerst derart erfahren, 
dass ihre langen Polypeptidketten unter Wassereintritt zu ein- 
facheren Peptiden hydrolysiert werden. 

2. Die Gelatine wurde dann durch verdiinnte Salzsaure und 
Natronlauge bei 170° abgebaut. Bei der Alkalispaltung nimmt die 
Menge der freien Aminogruppen mit der Zeit betrachtlich zu, 
wihrend bei der Spaltung mit Séure der zunichst auffallige 
Zawachs an Aminogruppen sich wegen der Anhydrisierung der 
Peptide mit der Zeit vermindert. Die Biuretreaktion verschwindet 
bei der Saéurespaltune schneller. 

3. Die Abbauprodukte, welche bei der Spaltung mit ver- 
diinnter Salzsiure und Natronlauge entstehen, wurden in eine Reihe 
von Fraktionen getrennt und das Mengenverhiltnis der freien 
Aminosauren, Peptide und Diketopiperazine ermittelt. Bei der 
Sdurespaltung trat dabei eine grossere Menge von Anhydriden auf 
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als bei der mit Alkali. Die Ausbeute derselben war merklich 
erdsser als beim Gliadin, doch nicht so gross wie im Falle des 
Seidenfibroins. 

4. In den Fraktionen der Diketopiperazine ist kein Arginin 
nachzuweisen. Dagegen sind Prolin und Oxyprolin in grosserer 
Menge darin vorhanden. Kunishige hat mitgeteilt, dass die 
Peptide der Dicarbonséuren, welche bei der partiellen Spaltung des 
Gliadins auftreten, wenig geneigt sind in Anhydride tiberzugehen als 
diejenigen der Monocarbonséuren. Hier wurde nachgewiesen, dass 
auch die Peptide der Diaminosaiure wenig Neigung haben, Diketo- 
piperazine zu bilden. Hs ist anzunehmen, dass das Mengenverhalt- 
nis der beim partiellen Abbau der Proteine auftretenden Peptide, 
Diketopiperazine und freien Aminoséiuren nicht nur von der 
Bedingung der Aufspaltung, sondern auch von der Zusammen- 
setzung der betreffenden Proteine, d.h. von der chemischen Natur 
ihrer Bausteine, abhingig ist. 

5. Unter den Abbauprodukten der Gelatine wurde das Glycyl- 
prolinanhydrid isoliert und als solches charakterisiert. 


Herrn Assist. Prof. T. Uchino bin ich zu herzlichem Dank 
verpflichtet fiir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit. Auch 
Herrn M. Nakano spreche ich fiir die Ausfiihrung der Elementar- 
analyse meinen besten Dank aus. 
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STUDIEN UBER DIE BEDEUTUNG DES EISEN- 
PORPHYRINS IM ZELLSTOFFWECHSEL. 


Il. Atmungsfahigkeit und die Katalytischen Eigenschaften 
der Anaerob Geziichteten und der unter Cyanzusatz 
Geziichteten Hefen. 


Von 


HARUHISA YOSHIKAWA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitit zu Tokyo 
Vorstand: Prof. 8S. Kakiuchi.) 


(Hingegangen am 26. Mirz 1938) 


In der vorangehenden Arbeit (1937) habe ich festgestellt, dass 
Hisenzusatz zur Nahrlosung schon in kleiner Menge eine erhebliche 
Steigerung des Eisen-Porphyringehaltes der Hefe hervorruft, und 
dass gleichzeitiger Zusatz der geeigneten Menge Kupfer mit EKisen 
die Eisen-Porphyrinsynthese der Hefe noch weiter stimuliert. Die 
Atmunegsgrosse der Hefe nahm durch Eisenzusatz zur Nahrlosung 
betrachtlich zu, wahrend die aerobe Kohlensaéureproduktion ein 
wenig abnahm. Durch weiteren Zusatz von Kupfer nahm die 
Atmungsegrésse noch weiter zu. Weiterhin hat sich gezeigt, dass 
der Gehalt der Hefe sowohl an Katalase als auch an Indophenol- 
oxydase durch den Zusatz von Eisen merklich steigt. Weitere 
Zugabe des Kupfers vermehrte besonders den Oxydasegehalt. In 
dieser Arbeit wurde die Ziichtung der zu untersuchenden Hefen 
immer unter stetiger Durchliiftung, also unter der Bedingung, dass 
die Hefezelle mit geniigender Versorgung des Atmungssauerstoffs 

_wachsen kann, ausgefiihrt. Nun taucht eine neue Frage auf, wie 
die biochemischen Higenschaften der Hefe, entweder bei An- oder 
Abwesenheit von Eisen und Kupfer, durch Ausschalten der Sauer- 
stoffversorgung oder durch Blockierung der Hisen-Porphyrin- 
katalysatoren durch Blausiure beeinflusst werden. 

In dieser Hinsicht sei die friihere Arbeit von Hayduck und 
Haehn (1922) erwaihnt. Diese Autoren glaubten, dass der merk- 
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wiirdige Unterschied des Zymasegehaltes zwischen der Torulahefe 
und der untergirigen Bierhefe eine Anpassungserscheinung an 
Umweltfaktoren, besonders an die Méglichkeit einer mehr oder 
weniger giinstigen Sauerstoffversorgung der Zelle und zweitens an 
den Gehalt an Zucker im Nahrboden des Fundortes ist. Bei ihren 
Zymasebildungsversuchen gelang es, bei einer Torulaart, die nur 
mit einer sehr schwachen Garkraft begabt war, durch Ziichtung in 
schwach geliifteten Wiirzen eine betrachtliche Zymaseanreicherung 
zu erzielen. 

Hinige Zeit spiter studierte Meyerhof (1925) mit Hilfe der 
manometrischen Mikromethode nach Barecroft und Warburg die 
Stoffwechselverhaltnisse der verschiedenen Hefearten und stellte 
fest, dass die Hefen, welche anaerob zu wachsen gewohnt sind, eine 
erdssere Giartaitigkeit und eine kleinere Atmungsfahigkeit auf- 
weisen. Auch Versuche von Warburg (1927) weisen auf eine 
solehe Anpassungserscheinung hin. Durch reichliche Liiftung der 
Kulturfliissigkeit der Heranzucht einer Hefe konnte er einen Typus 
hervorbringen, dessen Atmungsgrosse bedeutend hoher ist als die 
der Hefe welche ohne Durchliiftung in der Ruhe kultiviert wurde. 

Nach Windisch(1932) trat dagegen bei den makrometrischen 
Stoffwechselbestimmungen ein anderes Verhalten zutage. Die 
anaerobe Zuchtung der Hefen bewirkte namlich nicht nur eine 
betrachtliche Steigerung der Garungsintensitat im Gegensatz zu 
aerob herangewachsenen Hefen, sondern auch eine entsprechende 
Erhohung der Atemtiitigkeit. Aber diese Ergebnisse scheinen mir 
nicht vollkommen einwandfrei zu sein, da die Atmungsegrosse der 
Hefezelle unter einer mangelhaften Sauerstoffzufuhr gemessen 
wurde. 

In neuerer Zeit hat Pett (1936) vergleichende Stoffwechsel- 
versuche fiir die Hefe, gewachsen unter Durehliiftung, gewachsen 
unter anaerober Bedingung und gewachsen aerob auf cyanhaltigem 
Kulturmedium ausgefiihrt, bei denen der Eisengehalt der benutzten 
Nahrlosung aber nicht angegeben ist. Es ist interessant, dass meine 
eigenen Versuchsresultate mit denselben Pett’s im einzelnen Punkt 
verglichen werden kénnen. 


« 
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I. VERSUCHE MIT ANAEROB GEZUCHTETEN HeEren. 


Bei der Untersuchung ist es nach Pett wiinschenswert, die 
anaerobe Ziichtungsbedingung mittels Durchleitens des Stickstoffs 
durch die Kulturfliissigkeit zu erfiillen, um die Hefezellen stets in 
volliger Suspension zu halten und damit den sicheren Vergleich 
der anaerob gewachsenen Hefen mit den durch Liiftungsverfahren 
gezuchteten Hefen zu erméglichen. Der einzuleitende Stickstoff 
wurde immer durch ein Gemisch von Natriumhydrosulfit und 
Natronlauge von Sauerstoffbeimengung weitgehend befreit. 

Die Hefe, welche auf eisenfreier Nahrlosung unter Durech- 
luftung herangezitichtet worden war, wurde einmal in anaerobem 
Zustand subkultiviert. Von dieser Hefeernte wurden 0,5 g genom- 
men und je nach dem Zweck in 1 Liter Nahrlosung ohne Eisen 
(Fe-frei-Hefe), mit 100 »y Eisen (Fe-Hefe) oder mit 100 y Eisen 
und 10 y Kupfer (Fe-Cu-Hefe) geimpft und unter Durchleiten des 
Stickstoffs bei einer Temperatur von 25°C 43 bis 44 Stunden lang 
bebriitet. Die geerntete Hefe wurde durch Zentrifugieren von 
der Nahrlosung getrennt, darauf zu verschiedenen Untersuchungen 
verwendet. Die einzelnen Bestimmungsmethoden wurden genau 
wie in der vorangehenden Arbeit mit besonderer Aufmerksamkeit 
auf die exakte Hinhaltung konstanter Versuchsbedingungen durch- 
gefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 


Die Versuchsresultate mit anaerob geziichteten Hefen sind in 
Tabellen II und III zusammengestellt, worin folgende abgekirzte 
Bezeichnungen gewahlt sind. 


Qoz2: cemm Sauerstoffverbrauch pro mg Trockensubstanz und Stunde 

Onn: cmm Gesamtkohlensiiureerzeugung, gemessen mit Zucker in Luft, 
pro mg Trockensubstanz und Stunde. 

One emm Kohlensiiureerzeugung, gemessen mit Zucker in Stickstoff, pro 
mg Trockensubstanz und Stunde. 

Qkat.: cemm Sauerstofferntwicklung durch Katalasewirkung in den ersten 
30 Minuten pro mg Trockensubstanz. 

Qma,: emm Sauerstoffabsorption wegen der Oxydation von p-Phenylen- 
diamin pro mg Trockensubstanz und Stunde. 


% 
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Unter der Entfarbungszeit von Methylenblau versteht man die 
Zeitdauer bis zur volligen Reduktion des 0,2mg Methylenblaus 
durch 25 mg Hefetrockensubstanz. 

Zum Vergleich habe ich die Resultate der Versuche mit den 
aerob geziichteten Hefen in Tabelle I angegeben: 


TABELLE I. 


Sauerstoffverbraucl, Kohlensiureproduktion im aeroben und anaeroben 
Zustand, Katalasewirkung, Indophenoloxydasewirkung und Entfarbungszeit von 
Methylenblau der aerob geztichteten Hefen (vgl. Tabelle VI und VII in I 
Mitteilung). 


Hefematerial Fe-frei-Hefe} Fe-Hefe | Fe-Cu-Hefe 

Qo2 ohne Zucker —22 — 30 —37 
Qoz mit Zucker — 23 —44 —52 
Qe +87 +78 +75 
on +103 +116 +122 
Scheinbarer respiratorische Quotient 3,8 1,8 1,4 
Kat. +42 a ehl +279 
Qina. — 0,4 Se — 6,0 
Entfairbungszeit von Methylenblau, 

ohne Zucker 26° 15/20” 16’ 
Entfarbungszeit von Methylenblau, 

mit Zucker g20n 10’30” 12’20” 


— 


Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, sind im allgemeinen die 
Unterschiede zwischen Fe-frei-Hefe, Fe-Hefe und Fe-Cu-Hefe analog 
denen der aerob geziichteten Hefen. Die Atmungsgroésse ist bei 
der Fe-frei-Hefe sehr niedrig. Die Steigerung der Atmungstitig- 
keit gemessen mit Zucker, durch Ziichtung unter Zusatz von Hisen 
ist durchschnittlich um 130%, unter gleichzeitigem Zusatz von 
Hisen und Kupfer durchschnittlich um 160% hoher. 

Auch der Atmungsversuch ohne Zucker zeigt die gleiche 
Steigerung des Qo2-Wert fiir Fe-sowie Fe-Cu-Hefe um 160%. 

Die Q&%,-Werte sind dagegen bei Fe- und Fe-Cu-Hefen etwas 
niedriger als bei Fe-frei-Hefen, was, wie bei der aeroben Ziichtung 
besagt, dass die aerobe Girungsgrésse der Fe- und Fe-Cu-Hefe 
kleiner ist als die der Fe-frei-Hefe. Der durchschnittliche QN3,-Wert 


Studien tiber die Bedeutung des Hisen-Porphyrins.—II. 73 


TABELLE II. 


Sauerstoffverbrauch, Kohlensiureproduktion im aeroben und anaeroben 
Zustand; Versuch mit anaerob geziichteten Hefen. 


: Fe-frei- 
Hefematerial Here Hefe Fe-Cu-Hefe 
(1) = |) es —46 AT 
(2) —13 —38 —4] 
Qo, ohne Zucker (3) ae ict a 
(4) —39 —43 
Durch- 
schnitt 116 — 4] 40, 
as) 0) —47 —o1 
(2) —15 —38 —43 
So = — 
Qo, mit Zucker (3) al = 22 
(4) — 43 —49 
Dureh- 5 
schnitt == 19) —44: —49 
(1) +130 +127 +116 
(2) +126 +107 +106 
O2 (3) +123 +130 +118 
Qcoz P 
(4) +101 +105 
Durch- 
schnitt +126 +116 spaliuil 
(aly) +144 +202 +158 
(2) 2187 +161 +134 
Ne (3) +148 +176 +172 
Qcoz . rs 
(4) +167 +157 
Durch- 
schnitt +143 +177 +o 
(1) 6,5 oa 2,3 
(2) 8,2 2,8 2,0 
Scheinbarer respiratorischer (Gy) 6,0 2,7 2,2 
Quotient (4) 24 2,2 
Durch- 
sehnitt 6,9 2,6 py 
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fiir Fe-Hefe sowie fiir Fe-Cu-Hefe ist nur in unbedeutendem Masse 
erosser als fiir Fe-frei-Hefe. 

Vergleicht man aber in Hinzelnen die Werte in Tabelle II mit 
den Werten in Tabelle I, so lassen sich einige Verschiedenheiten 
zwischen den beiden bemerken. Besonders auffallend ist, dass die 
Kohlensiureproduktion sowohl im aeroben als auch im anaeroben 
Zustand bei den anaerob geztichteten Hefen bedeutend lebhafter 
ist als bei den entsprechenden aerob geziichteten Hefen; und zwar 
der Q0%,-Wert der anaerob geziichteten Hefe steht bei Fe-frei-Hefe 
45%, bei Fe-Hefe 49% und bei Fe-Cu-Hefe 48%, der Q&%,-Wert bei 
Fe-frei-Hefe 39%, bei Fe-Hefe 53% und bei Fe-Cu-Hefe 27% hoher 
als der der aerob geziichteten Hefe. Dagegen ist die in Zucker- 
Phosphatlésung gemessene Atmungsgrésse der ersteren ein wenig 
kleiner als die der letzteren. Dadureh wird verstindlich, dass die 
“scheinbaren respiratorischen Quotienten” der anaerob geztichteten 
Hefen grosser sind als die der entsprechenden arob geztichteten 
Hefen. Diese Versuchsergebnisse zeigen gute Ubereinstimmung 
mit den Versuchen von Pett. Wir sehen also, dass bei anaerober 
Heranziichtung der Stoffwechseltypus der Hefezellen nach der Seite 
der Brauereihefen, die mit schwacher Atmung und starker Girung 
charakterisiert sind, verschoben wird, was auch durch mangelnden 
Hisen-Porphyringehalt in der Hefe verursacht werden kann. 

Neben diesen Ergebnissen konnte nun gleichzeitig eine weitere 
bemerkenswerte Erscheinung beobachtet werden; wie aus Tabelle 
Ill hervorgeht, bewirkt die anaerobe Ziichtung der Hefen eine 
betrachtliche Verktirzung (30 bis 40%) der Methylenblauent- 
farbungszeit im Gegensatz zu aerob herangewachsenen Hefen, was 
das lebhaftere Dehydrasesystem der Hefe im Vergleich mit der 
aerob geztichteten Hefe anzeiet. 

Das gleiche gilt fiir den Katalasegehalt. Das Mittel der 
Qkat.-Werte der anaerob herangewachsenen Hefen liegt nimlich 
etwas hoher als dasjenige der aerob herangewachsenen. Aber der 
Unterschied ist so klein, dass man daraus nichts sicheres schliessen. 
kann. In welcher Weise der Katalasegehalt der Hefe und der 
fakultativ anaeroben Bakterien in An-oder Abwesenheit von Sauer- 
stoff verandert wird, haben mehrere Forscher untersucht, doch 
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TABELLE III, 


Katalasewirkung, Indophenoloxydasewirkung und Entfirbungszeit von 
Methylenblau; Versuch mit anaerob geziichteten Hefen. 


Hefematerial Meine, | Fe-Hefe |Pe-Cu-Hefe 
@ +76 + 804 +419 
(2) +41 = oo) oO 
ot (3) | Sa ees ese 
(4) +291, + 296 
Dureh- 
scehnitt +53 +318 + 3847 
} 
(1) 0,5 34 —4,4 
(2) 0,4 —1,4 — 2,6 
one (3) 0,2 ae: —3,8 
(4) 26 Suk) 
Dureh- 
schnitt 0,4 26 oro 
(1) 16 10’ 10’40” 
| | 
bn (2) 1430” | —~ 8’80” 10’ 
Entfarbungszeit von Methylen- | Qe 1630” tal TAZO 
blau, ohne Zucker Eas 10’ 10’40" 
_ Durch: | 
schnitt 1530” 10’ 10’40” 
Gy Ae ie 7/30” 7'40” 
pet o TG, 6'40"" 6’40” 
Entfarbungszeit von Methylen- (3)eii SHO ae ans e8e 8'40" 
blau, mit Zucker (4) | | 7/30)” 8 
Durch- | | : 
schnitt | 10’40” | [200 740” 


keine iibereinstimmenden Resultate wurden erlangt (Hayduck 
und Haehn, 1922; Stapp, 1924; Ry wosch, 1926; Virtanen und 
Karstrom, 1925; Fujita und Kodama, 1931; Grimmer und 
Rodenkirchen, 1935). 

Der Indophenoloxydasegehalt ist dagegen durch anaerobe 
Ziichtung nicht gesteigert, sondern im Falle der Fe-Cu-Hefe durch- 
sehnittlich um 40% gesunken. Wenn man annimmt, dass die 
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Indophenoloxydase hier zu den Atmungsenzymen gehort (Keilin, 
1929), so sprechen diese erhaltenen Resultate fiir die Vermutung, 
dass bei anaerob herangeziichteten, stark giarenden Hefen die 
Atmungsenzyme eine weniger wichtige Rolle spielen. Betrachtet 
man nun die relativ gréssere Katalasestirke der anaerob gewach- 
senen Hefen, so scheint die Annahme nicht unberechtigt, dass die 
Katalase auch unter anaeroben Bedingungen von irgendeiner 
Bedeutung fiir die Zelle ist. 


TI. VERSUCHE MIT UNTER CYANZUSATZ GEZUCHTETEN HEFEN. 


Durch oben erwahnte Ermittlungen ist dargetan, dass, wenn 
die Hefe unter Sauerstoffabschluss gezwungen ist, die samtliche 
Energie in Anlehnung an den Giarungsvorgang zu bekommen, so 
eine betrachtliche Erhéhung des Garungsvermogens als eine An- 
passungserscheinung auftritt, wahrend das System wie Indophenol- 
oxydase, welches erst in Anwesenheit von Sauerstoff sich am Zell- 
stoffwechsel beteiligen kann, durch anaerobe Ziichtung etwas ge- 
schwacht wird. Nun méchte ich die Frage klaren, wie die bioche- 
mischen Eigenschaften der Hefezelle durch Blockierung der Hisen- 
Porphyrinkatalyse durch Blausiiure beeinflusst werden. 


Methodtk zur Heranztichtung der Hefe unter bestimmter 
Blausiurekonzentration. 


Je0,5g der Hefeernte, die auf eisenfrei gereinigter Kultur- 
fliissigkeit herangeziichtet worden war, wurden wie in den bishe- 
rigen Versuchen in 1 Liter Nahrlésung ohne Hisen, mit 100 y Hisen 
oder mit 100 y Eisen und 10 y Kupfer geimpft. Nun wurden die 
Kulturkolben 43 bis 44 Stunden lang in einem Brutschrank von 
25°C unter stetigem Durchleiten der blausiurehaltigen Luft 
gestellt. Um die einzuleitende Luft mit Cyanwasserstoffgas zu 
beladen, wurde der Luftstrom in zwei Teile gesondert und der 
eine Teil durch einen Kolben mit 2,5 Litern 0,04%iger Cyankalium- 
losung durchgelassen, waihrend der andere Teil ohne diese Behand- 
lung in die Kultur eingeleitet wurde. Wenn man das Mengen- 
verhaltnis zwischen den beiden Teilen des Luftstroms verindert, 
kann man die Blausa’urekonzentration der Nahrlosung ohne be- 
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sondere Schwierigkeiten auf einen beliebig bestimmten Wert halten. 

Zur Messung der kleinen Menge Cyanwasserstoffs in Niahr- 
losung erwies sich die Jodometrie nach Schulek, modifiziert von 
Moller und Stefansson (1937), am geeignetsten. Ich ver- 
wendete zweckmissiger das kaufliche Mohrsche Salz statt des frisch 
pulverisierten Ferrosulfates der Originalmethode. Mit Hilfe 
dieser Methode konnte ich ja 2/100,000m Cyanwasserstoff in 
Garfliissigkeit, ohne von verschiedenen Giarprodukten beeinflusst zu 
werden, mit geniigender Genauigkeit bestimmen. 

Die Versuchsreihe mit verschiedenen Blausiurekonzentrationen 
lehrte uns, dass durch 1/5,000 m Blausiure das Hefewachstum voll- 
kommen unterdriickt wurde, wahrend mit Blausdurekonzentration 
niedriger als 1/10,000 m die Hefe eine gewisse Vermehrung ausiiben 
konnte. Ich habe deshalb im vorliegenden Versuche die Blausaure- 
konzentration um 6 bis 9/100,000 m eingestellt. 

Pett teilte mit, dass die Hefe in einer kiinstlichen Kultur- 
flissigkeit mit m/1,000-m/1,400 Blausaéure geziichtet werden 
konnte. Die Diskrepanz zwischen diesem Resultat und meinem 
in bezug auf die obere Grenze der Blausaiurekonzentration, bei 
welcher die Hefe imstande ist sich zu vermehren, ist vielleicht der 
Beschaffenheit des Kulturmediums oder der Ziichtungsart der Hefe 
zuzuschreiben. 

Die geerntete Hefe wurde genau wie in den vorigen Versuchen 
zu den verschiedenen Untersuchungen verwendet. 


Versuchsergebuisse. 

Die Ergebnisse sind in Tabellen [V und V angegeben. 

Vergleicht man die mittleren Qo,-Werte ohne Zucker zwischen 
dreierlei Hefematerialien, so findet man kleine Unterschiede 
zwischen ihnen. Demegegeniiber ist der Unterschied, falls die 
Atmungsgrésse in Anwesenheit des Zuckers gemessen wird, auf- 
fallender. Die Q,,-Werte sowohl fiir Fe-Hefe als fiir Fe-Cu-Hefe 
sind ungefaéhr zweimal so gross wie fiir Fe-frei-Hefe. 

Im Gegensatz zu gesteigerter Atmungsfahigkeit weisen die Fe- 
und Fe-Cu-Hefen durchschnittlich ein wenig niedrigere Q,-Werte 
auf als die Fe-frei-Hefen. Wegen des grésseren Sauerstoffver- 
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TABELLE IV. 


Sauerstoffverbrauch, Kohlensiureproduktion im aeroben und anaeroben 
Zustand; Versuch mit unter Cyanzusatz geziichteten Hefen. 


Fe-frei- 


Hefematerial tere Fe-Hefe |Fe-Cu-Hefe 
(1) —26 —29 
(2) —30 —27 —34 
Qoz ohne Zucker (3) —30 —30 —38 
Durch- 
schnitt —30 —28 —34 
@) — 96 —102 
(2) —38 = 81 = 783 
Qoz mit Zucker (3) —47 Sell — 83 
Durch- 
schnitt — 43 — 86 — 88 
(1) +144 +135 
(2) +137 +130 +121 
Qed. (3) +143 +135 +129 
Dureh- 
schnitt +140 +1386 +128 
Q) +205 +169 
(2) +139 Soldat +132 
Qooe (3) +122 +163 +155 
Dureh- 
schnitt +136 +174 sie iy?) 
(1) 1,5 
; ; (2) 37 1,6 5D 
Scheinbarer respiratorischer 
Quotient (3) 2, 2,0 9 
Dureh- 
sehnitt 352 7 1,6 


brauchs und der kleineren Kohlensiureproduktion bei den Fe- und 
Fe-Cu-Hefen sind die “scheinbaren respiratorischen Quotienten” 


deutlich kleiner als bei den Fe-frei-Hefen. 


Alle diese Verhiltnisse 


sind analog denen bei Hefen, welche ohne Cyanzusatz aerob sowie 
anaerob geziichteten wurden. 
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TABELLE V. 
Katalasewirkung, Indophenoloxydasewirkung und Entfirbungszeit von 
Methylenblau; Versuch mit unter Cyanzusatz geziichteten Hefen. 


Hefematerial “eee Fe-Hefe |Fe-Cu-Hefe 
bay!) |--ee0 +130 +170 
hy 2) +11 + 79 | + 95 
Qkat. ea) +16 Sen +107 
Durch- | 
schnitt +16 ae eS +124 
ee) 
Qina. (2) 0 0 0) 
(3) 0 0 
(1) 26'20” 20'30” IpaxOK* 
Entfarbungszeit von Methylen- | ; fap? , , 
blau, ohne Zucker | (2) 1120 20 ee 
(3) ie 31’40” 21720“ 
=a) 23'40” 1620” 14’15” 
Entfarbungszeit von Methylen- | ; ; , , 
blau, mit Zucker |) e ee | id 
(3) ill 24 Te 


Es ist hierbei zu beachten, dass der Unterschied zwischen Fe- 
und Fe-Cu-Hefe nicht so deutlich ist, wie bei der Ziichtung ohne 
Cyanzusatz. Man kann den Befund so erkliren, dass die in der 
Nahrfliissigkeit geléste Blauséure mit Kupferionen eine so feste 
Komplexverbindung bildet, dass das Kupfer die biologische Wirk- 
samkeit zum grdssten Teil verliert. Im Gegensatz zu Kupfer hat 
Eisen mit Blausiure eine viel kleinere Affinitét, was wahrscheinlich 
den deutlichen Unterschied zwischen Fe-frei- und Fe-Hefe auch bei 
der Ztichtung mit Cyanzusatz bedeutet. 

Vergleicht man nun die Qo,- und Q?,-Werte, welche in 
Tabellen I, II und IV dargestellt sind, miteinanedr, so lassen sich 
gewisse Unterschiede zwischen ihnen bemerken. Namlich sind - 
diese Werte von Tabelle IV, verglichen mit den entsprechenden 
Werten in Tabelle I, bedeutend grésser; der mittler Qo,-Wert, mit 
Zucker, der Cyan-Hefe ist bei Fe-frei-Hefe 1,9 fach, bei Fe-Hefe 
2 fach und bei Fe-Cu-Hefe 1,7 fach, der mittlere Qcé,-Wert bei Fe- 
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frei-Hefe 1,6 fach, bei Fe-Hefe 1,7 fach und bei Fe-Cu-Hefe 1,7 
fach so gross wie derselbe der entsprechenden ohne Cyanzusatz 
aerob geziichteten Hefe. Aber hier ist zu beachten, dass die Ver- 
suche mit unter Durchliiftung geziichteten sowie unter anaerober 
Bedingung geziichteten Hefen im Friihling 1937, indessen die 
Versuche mit Cyanhefen im Herbst desselben Jahres, also etwa 
ein Halbjahr spater ausgefiihrt wurden. Um einen einwandfreien 
Vergleich zwischen ohne Cyanzusatz und mit Cyanzusatz herange- 
zuchteten Hefen zu machen, miissten die Stoffwechselversuche mit 
den beiden Hefen zur gleichen Zeit gemacht werden. In Tabelle 
VI sind die Resultate dieser Vergleichsuntersuchung bei Fe-Cu- 
Hefe angegeben. Wie daraus ersichtlich ist, zeigen die einzelnen 
Werte, verglichen mit den friiherer erhaltenen Werten in Tabelle 
VI, nur kleine Verschiedenheiten. 


TABELLE VI. 


Vergleichender Versuch der ohne Cyanzusatz und der mit Cyanzusatz 
herangeziichteten Hefe (Fe-Cu-Hefe). 


ohne Cyanzusatz mit Cyanzusatz 
— 66 — 93 
Qoz 
— 66 —97 
On +81 +135 
Q6o2 
+ 83 +126 
Qn? +1389 +147 
+142 +160 
awe . ‘ 5) 1,4 
Scheinbarer respiratorischer Quotient 
340 13a 
Qina = il 0 


Die Ergebnisse stimmen nicht mit dem Befunde von Pett 
uberein, der bei unter Cyanzusatz herangeziichteter Hefe eine 
deutliche Abschwichung der Atemtiatigkeit festgestellt hat: 

Die Steigerung der Girungstitigkeit, gemessen im anaeroben 
Zustand, durch Cyanzusatz zur Nahrlésung ist etwas geringer als 
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dieselbe, gemessen in Luft; das Verhiltnis des QX3, Wertes der unter 
Cyanzusatz gewachsenen Hefe, zu dem der ohne Cyanzusatz 
gewachsenen betrigt, 1,3 fiir Fe-frei-Hefe, 1,5 fiir Fe-Hefe und 
1,25 fiir Fe-Cu-Hefe. Also ist der Unterschied zwischen der 
aeroben und der anaeroben Girungsgrésse bei der Ziichtung mit 
Cyanzusatz deutlich verkleinert. Besonders im Falle der Fe-frei- 
Hefe ist der mittlere Qoj-Wert ein wenig kleiner als der mittlere 
&3,.- Wert. 

’ Betreffs der Indophenoloxydase sieht man _ itiberraschender- 
weise, dass die Oxydation des p-Phenylendiamins durch Hefezellen 
ganzlich ausfallt, was auch dureh den Versueh mit Nadi-Reagens 
ohne weiteres festgestellt wurde. Nach 10 Minuten langem 
Schttteln der auf 52°C 1,5 Stunde lang erhitzten Hefe mit Nadi- 
Reagens in einem Reagenzrohr liess sich nur eine sechwache Blauung 
des Gemisches erkennen, die vom Kontrollversuche mit der bis zum 
Sieden erhitzten Hefesuspension kaum unterschieden werden 
konnte. 

Dieser Befund ist in mancher Hinsicht interessant. Auf 
Grund meiner Resultate kann man es sich so vorstellen, dass sich 
der Sauerstoff unter gewissen Bedingungen ohne Mitwirkung der 
Indophenoloxydase am Zellstoffwechsel beteiligen kann, und dass 
hierbei vielleicht andere Faktoren wie z. B. Flavin die Sauerstoff- 
tibertragung in der Zelle vermitteln. In der Tat teilte Pett(1935) 
mit, dass sich der Flavingehalt der Hefezelle durch Zusatz des 
Kaliumeyanides zu Nahrfltissigkeit um 2- bis 6-mal vermehrte. 
Uber die Wirkungsweise und die Bedeutung des Flavins im Zell- 
stoffwechsel seien die neueren zusammenfassenden Darstellungen 
von Wagner-Jauregg(19386) und von Theorel1(1937) erwahnt. 
Aber auch hier ist die Moglichkeit der Beteiligung der Hisen- 
katalyse im Zellstoffwechsel der unter Cyanzusatz gewachsenen 
Hefen nicht auszuschliessen, da der Unterschied zwischen de Fe- 
frei-Hefe und der Fe-Hefe so deutlich ist wie bei den einfach aerob 
geziichteten Hefen. Interessant wire es, den Stoffwechselvorgang 
soleh einer oxydaselosen Hefe noch eingehender zu verfolgen. 

Auch der Katalasegehalt der Hefe nimmt durch Hinleiten der 
Blausaure bedeutend ab. Die durchschnittlichen Qxat. Werte ftir 
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dreierlei Hefen sind nur 14 bis 14 der entsprechenden Werte der 
Tabelle I. Vollkommenes Auslischen oder deutliche Herabsetzung 
der Oxydase und Katalase zeigt, dass in Anwesenheit von Cyan- 
wasserstoff die Entwicklung der Schwermetallkatalysatoren der 
Zelle in hohem Grad gestort wird. 

Hinsichtlich der Entfirbungszeit des Methylenblaus sind die 
Resultate ganz anders als im Falle der aerob oder anaerob geztichte- 
ten Hefen. Nach steigendem Reduktionsvermégen gordnet ergab 
sich die Reihenfolge: Fe-Hefe, Fe-Cu-Hefe, Fe-frei-Hefe, wahrend 
fiir die aerob geziichteten Hefen die Reihenfolge vollkommen um- 
gekehrt ist. Aber in dieser Hinsicht kann man nichts sicheres 
sagen, da die einzelnen Versuchsresultate recht schwankend sind. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde fiir dreierlei Hefen, d.h. die aus eisenfreier Nahr- 
losung gewonnene Hefe, die aus eisenhaltiger Nahrlésung ge- 
wonnene Hefe und die aus eisen- und kupferhaltiger Nahrlosung 
eewonnene Hefe, die Veranderung der biochemischen EHigen- 
schaften der Zelle durch Anaerobiose und dureh Cyanzusatz zur 
Nahrfltissigkeit untersucht. 

Durch Anaerobiose nahm der Sauerstoffverbrauch mit Zucker 
im jeden Falle etwas ab, die Kohlensaéureproduktion sowohl in 
Luft auch in Stickstoff bedeutend zu. Die Entfiairbungszeit des 
Methylenblaus wurde deutlich verkiirzt. Die Indophenoloxydase- 
wirkung wurde bei Fe-Cu-Hefe herabgesetzt, wahrend die Katalase- 
wirkung ein wenig gesteigert wurde. 

Dureh Cyanzusatz zur Nahrlésung nahm der Sauerstoffver- 
brauch mit Zucker, die Kohlensdureproduktion in Luft sowie in 
Stickstoff deutlich zu. Die Indophenoloxydasewirkung wurde voll- 
kommen ausgeloscht. Auch die Katalasewirkung wurde deutlich 
herabgesetzt. 

Auch Unterschiede zwischen den auf dreierlei Art gernihrten 
Hefen, ohne Hisen, mit Hisen allein oder mit Eisen und Kupfer, 
wurden beschrieben. 

Herrn Prof. Dr. S. Kakiuchi driicke ich hier meinen besten 
Dank fiir freundliche Ratschlige bei dieser Arbeit aus. 
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UBER DEN EINFLUSS EINIGER SPALTUNGS- 
PRODUKTE AUS NUCLEINSAURE UND 
DER GALLENSAURE AUF DEN 
BLUTZUCKERGEHALT. 


VON 


KENZI MAEDA. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 26. Marz 1938) 


Seit Karasawa (1927) und Misaki (1927) ist bekannt, dass 
die die Glykogenie der Leber férdernde und hypoglykaémische 
Wirkung der Gallenséure mit dem Nucleinstoffwechsel in inniger 
Beziehung steht, und zwar so, dass wie Watanabe (1935) und 
Maeda (1938) zeigten, nicht nur die Nucleinséure, wie die Adenyl- 
sdure oder Guanylséure, sondern auch ihre Komponenten, Nucleo- 
side wie Adenosin, Guanosin und Purinbasen, wie Adenin, Guanin, 
die Glykogenbildung der Leber betriachtlich verstirken. 

Es wurde dabei besonders hervorgehoben, dass ein enger 
Zusammenhang besteht zwischen der die Glykogenie der Leber 
fordernden Wirkung der Gallensaiure und dem Phosphat, das durch 
die Gallenséurewirkung aus der Nucleinsaure geliefert wird. 

Im Hinblick auf das Gesagte habe ich in dem hier beschrie- 
benen Versuch den Hinfluss der Guanylsaure, des Guanins und 
Adenins mit oder ohne Gallenséure auf den niichternen Zucker- 
gehalt des Blutes untersucht, um den Mechanismus der die Gly- 
kogenie der Leber fordernden Wirkung der Gallensdure weiter 


genau aufzuklaren. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


Als Versuchstiere wurden kraftige, mannliche Kaninchen ver- 
wendet, die wenigstens 5 Tage lang unter genau gleichen Bedin- 
gungen gefiittert worden waren. Vor dem Versuch wurden die 
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Kaninchen immer 20 Stunden lang in Hunger gehalten. Von der 
Guanylsiure, die nach Jones u. Perkins (1923) aus Hefenuclein- 
siure hergestellt wurde, wurden 30 mg pro kg als wasserige Losung 
dem Kaninchen subkutan verabreicht. Vom Guanin (von Merk) 
und Adenin (von Frankel) wurden je 12mg pro kg als N/100 
NaOH-lésung subkutan injiziert. Ausser dieser Losung wurde 
noch 3eem einer 1%igen Natriumcholatlésung pro kg subkutan 
gegeben. Vor und nach der Zufuhr dieser Loésungen wurde der 
Blutzuckergehalt nach Hagedorn u. Jensen stiindlich bestimmt. 
Als Kontrolle wurde anderen Kaninchen nur NV/100 NaOH-losung 
subkutan gegeben. Die Resultate sind in den folgenden Tabellen 
I-VII und in den Figuren 1-3 zusammengestellt. 


1. Versuch mt Adenin: 


Aus Tabelle I und Figur 1 ersieht man, dass der nitichterne 
Blutzuckergehalt durch Zufuhr von Adenin herabgesetzt wird, und 
dass diese Herabsetzung nach 3-4 Stunden ihr Maximum erreicht. 


TABELLE I. 


(Adenin 12 mg pro kg). 


x Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
Korper- acts 
‘ I vor der (%) Herabset- 
Nr. gewicht lasek 
(gp) njektion 7 e zungsgrad 
(%) iW 2 3 a 5) (%) 
al 1870 0,129 0,110 | 0,099} 0,095) 0,081} 0,081 3752 
2 1915 0,124 0,118 | 0,101] 0,104] 0,101} 0,106 18,5 
3 1730 0,102 0,102} 0,095} 0,081) 0,090 | 0,098 20,6 
4 1950 0,110 0,108 | 0,106] 0,090) 0,113 | 0,108 18,2 
5 1760 0,081 0,081 | 0,079} 0,074] 0,079 | 0,083 8,6 
6 1730 0,110 0,106} 0,108} 0,088] 0,088 | 0,101 20,0 
4 1630 0,099 0,097 | 0,090) 0,083 | 0,083} 0,097 16,2 
Durchschnittswert 19,9 % 


Der Blutzuckergehalt bei Zufuhr von Adenin, verglichen mit dem 
vor dessen Zufuhr, sinkt um 8,6-37,2%, durchschnittlich um 19,9%. 
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---- Adenin+Cholsiure 


Fig. 


2. Versuch nit Guanin: 


a 


Aus Tabelle IJ und Figur 2 geht hervor, dass. der niichterne 
Blutzuckergehalt durch Zufuhr von Guanin ebenfalls herabgesetzt 
wird, und dass auch diese Herabsetzung nach 3-4 Stunden ihr 
‘Maximum erreicht. Durch Zufuhr von Guanin wird der Blut- 
zuckergehalt, im Vergleich mit dem vor seiner Zufuhr, maximal 


um 15% herabgesetzt. 


TABELLE II. 
(Guanin 12 mg pro kg). 


Kor Blutzucker Blutzucker nach Stunden Sturkster 

Ne bie ae vor der (%) Herabset- 

; oe Injektion = zungsgrad 
£ (%) 1 2 3 4 5 (%) 
1 1890 0,095 0,093} 0,093 | 0,088 | 0,086} 0,090 9,5 

2 1915 0,088 0,088 | 0,083] 0,079} 0,081 | 0,083 12, 

3 1770 0,106 0,095 | 0,090} 0,084] 0,093} 0,093 20,8 
aa 1570 0,102 0,097 | 0,095 | 0,090} 0,090 | 0,095 11,8 
5 1710 0,120 0,115] 0,110] 0,117} 0,129} 0,120 8,3 
6 1690 0,119 0,102! 0,088} 0,088} 0,097 | 0,090 26,1 
7 * 1660 0,102 0,099} 0,093 | 0,086} 0,095 | 0,097 15,7 
Durchschnittswert 15,0 % 
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Guanylsaure 
---- Guanylsiure+Cholsaure 


Fig. 2. 


Bei beiden Versuchen wurde N/100 NaOH-Losung subkutan 
gegeben, um die Purinbasen in Lésung zu bringen. Der Einfluss 
des Lésungsmittels auf den niichternen Blutzuckergehalt wurde 


TABELLE III. 
(N/100 NaOH 2cem pro kg). (Kontrolle). 


Kérver Blutzucker Blutzucker nach Stunden 
Nr ola vor der (J) 
a ae “| : Injektion |- 
. (%) i: 2 3 4 5 
1 1850 0,095 0,093 | 0,106 | 0,099 | 0,102 | 0,099 
2 1920 0,111 0,110 | 0,108 | 0,108 | 0,108 | 0,110 
3 1760 0,095 0,093 | 0,093 | 0,090 | 0,099 | 0,097 
4 1550 0,095 0,097 | 0,093 | 0,092 | 90,095 | 0,093 
5 1770 0,088 0,086 | 0,090 | 0,086 | 0,086 | 0,084 
6 1750 0,108 0,106 | 0,108 | 0,110 | 0,104 | 0,106 
7 1710 0,090 0,093 | 0,088 | 0,090 | 0,092 | 0,093 


als Kontrolle untersucht. Aus Tabelle III erhellt, dass durch 
Zufuhr von N/100 NaOH-Lésung der Blutzuckergehalt fast 
unbeeinflusst bleibt. 
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3. Versuch mit Purinbasen und Cholsdure: 


Aus Tabelle IV und Figur 1 lasst sich ersehen, dass bei 
Zufuhr von Adenin mit Cholséure der Zuckergehalt des Blutes 
maximal durchschnittlich um 30,7% herabgesetzt wird, also um 
10,8% mehr als bei Zufuhr von Adenin allein. Bei Zufuhr von 
Guanin mit Cholsiure wird der Zuckergehalt des Blutes maximal 
durchschnittlich um 24,7% herabgesetzt, also um 9,7% mehr als 


TABELLE IV. 
(Adenin 12mg u. 1%ige Natriumcholat 3 ccm pro kg). 


ie ie | Blutzucker Blutzucker nach Stunden Siarkatce 
ne Fao _ _vor der (%) , Herabset- 
soy mv, ) | Injektion | zungsgrad 
i Me war ete ale eh S (%) 
| 
1600 | 0,108 | 0,092 | 0,090} 0,081 | 0,075 | 0,084 30,6 
2 1780 | 0,117 | 0,115} 0,115] 0,088) 0,093} 0,113 25.4 
3 1710 | 0,122 | 0.106 | 0,090| 0,081 | 0,075| 0,088 38,5 
4 1680 0,104 | 0,090 0,086} 0,081] 0,083) 0,084 22 
| 
5 1910 | Odi 0,111 | 0,099| 0,079 | 0,084) 0,093 30,1 
6 2090 | 0,117 | 0,095 | 0,092! 0,074! 0,083} 0,088 36,8 
76 1750 0,101 | 0,093 | 0,084! 0,072) 0,081} 0,090 28,7 
Durchschnittswert 30,7 Jo 
TABELLE VY. 
(Guanin 12 mg u. 1%ige Natriumcholat 3 cem pro kg). 
poner | Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
Re ass vor der (%) Herabset- 
ay ) | Injektion zunegserad 
. (%) Pi eh By de 5 (%) 
1620 0,097 0,092 0,083] 0,075} 0,081} 0,084 QA 
2 1800 0,108 0,101) 0,093] 0,081] 0,079} 0,083 26,9 
3 1720 0,119 0,095] 0,088) 0,079 | 0,081} 0,090 33,6 
4 1680 0,106 0,095) 0,092) 0,081] 0,079] 0,083 25,5 
5 1890 0,093 0,092 | 0,090) 0,077; 0,079| 0,086 17,2 
6 2110 0,097 0,083} 0,081! 0,077} 0,081} 0,084 20,6 
fi 1740 5 | OFh 0,093| 0,084] 0,081} 0,081} 0,086 26,4 


Durchschnittswert 24,7 % 
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bei Zufuhr von Guanin allein, wie aus Tabelle V und Figur 2 


hervorgeht. 


4. Versuch mit Guanylséure mit bezw. ohne Cholsaure. 


Bei Zufuhr von Guanylsiure wird der niichterne Blutzucker- 
gehalt maximal durchschnittilech um 24,6% und bei Zufuhr von 
Guanylsiiure mit Cholsiure um 33,7% herabgesetzt, wie aus den 


TABELLE VI, 
(Guanylsiure 30 mg pro kg). 


Kor Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 

« eae: vor der . mY ey Herabset- 

s be > Injektion zungsgrad 
e (%) ale ae th a es oa (%) 
ib 1650 0,101 0,090| 0,083] 0,075} 0,081} 0,088 25,7 
2 1815 0,108 0,090} 0,086} 0,081] 0,083} 0,088 25,0 
3 1730 OS 0,102} 0,097| 0,083} 0,086] 0,093 26,5 
4 1650 0.104 0,095| 0,088| 0,077} 0,081] 0,090 26,0 
15) 1880 0,111 0,093 | 0,083] 0,077| 0,081} 0,083 30,6 
6 2100 0,099 0,097 | 0,084} 0,081) 0,086) 0,088 18,2 
a 1750 0,097 0,093] 0,090} 0,081] 0,077) 0,086 20,6 


Durchschnittswert 24,6 % 


TABELLE VII. 
(Guanylsiure 30mg u. 1%ige Natriumcholat 3 eem pro kg). 


Ks Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
orper- 
] vor der (%) Herabset- 
Nr. gewicht pe its 
(e) Injektion zungsgrad 
(%) 1 2 3 4 5 (%) 
1 1660 0,108 0,088} 0,081] 0,079] 0,070 | 0,081 35,2 
2 1820 0,113 0,099| 0,083 | 0,074] 0,081} 0,095 34,5 
3 1725 0,106 0,088 | 0,081 | 0,074} 0,079] 0,086 30,2 
4 1670 0,108 0,090 | 0,086 | 0,068} 0,088] 0,093 37,0 
5 1890 0,108 0,097 | 0,090} 0,081} 0,072} 0,099 33,3 
6 2000 0,101 0,088} 0,084 | 0,068] 0,090} 0,097 32,8 
uf 1755 0,104 0,088 | 0,081} 0,070} 0,079] 0,086 32,7 


Durchschnittswert 33,7 Jo 
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Guanin 
---- Guanin+Cholsaure 


Fig. 3. 


Tabellen VI u. VII und aus Figur 3 ersichtlich ist. Die hypo- 
glykaémische Wirkung der Guanylsdure wird also durch Mitzufuhr 
von Cholséure um 9,1% verstarkt. 


BESPRECHUNG. 


Aus den obenerwabnten Versuchsergebnissen geht hervor, dass 
Adenin, Guanin und Guanylséiure aus Hefenucleinsiure den 
niichternen Blutzuckerwert herabsetzen konnen, und dass diese 
hypoglykamische Wirkung dem Herabsetzungsgrad nach in der 
Reihenfolge: Guanylsdéure, Adenin und Guanin immer schwicher 
eintritt. Die hypoglykamische Wirkung von Adenin, Guanin und 
Guanylséure wird durch Cholséure in jedesmal gleichem Grad 
verstarkt. ; 

30mg der zum Versuch benutzten Guanylsdure enthalten 
12 mg Guanin, 7,8 mg Phosphorséiure und 10,2 mg d-Ribose. Diese 
Komponenten missen einen Einfluss auf den Zuckerwert im Blut 
und auf die Glykogenie im Organismus austiben. 

Was den Einfluss des Phosphates auf den Zuckerwert im Blut 
betrifft, so wurde von Underhill (1916) beim Kaninchen und 
von Elias (1923) beim Hunde beobachtet, dass das primare, 
sekundire sowie tertiire Phosphat eine hypoglykamische Wirkung 
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hat, und dass die experimentelle, durch Zufuhr von Zucker oder 
Adrenalin erzeugte Hyperglykimie durch Zufuhr von Phosphat 
herabgesetzt wird, welch letzteres auch von Nishimoto (1929) 
bestitigt wurde. Nach Kusaka (1933/34) soll der Zuckerwert im 
Blut des normalen Kaninchens durch Zufuhr von alkalischem 
Phosphatpuffer herabgesetzt werden, dagegen der von 6-10 Tage 
lang hungernden Kaninchen dadurch etwas gesteigert werden. 
Der eine Bestandteil, Phosphat, kann also den Zuckerwert des 
Blutes herabsetzen. Der andere Bestandteil, d-Ribose in der 
GuanyJsiure kann ebenfalls den Einfluss auf den Zuckerwert im 
Blut austiben. In der Tat hat Corley (1926, 1929) bei Zufuhr 
von Xylose und Arabinose (je 1-2 ¢ pro kilo) eine Hyperglykamie 
bei Kaninchen beobachtet; die gleiche Beobachtung machten 
Sakiyama u. Tanaka (1932). In den 30mg der verwendeten 
Guanylsaure ist also zu wenig d-Ribose enthalten, um den Blut- 
zuckerwert zu beeinflussen. 

Die stairkere hypoglykamische Wirkung der Guanylsdure dem 
Guanin gegentiber beruht vielleicht auf der Wirkung eines anderen 
Bestandteils, der Phosphorsaure. Die die Hypoglykaémie durch 
Purinbasen verstarkende Wirkung der Cholsiure beruht also 
hochstwahrscheinlich auf der Phosphatwirkung. Das Phosphat 
gann durch Cholsdiurewirkung aus Nucleinsaure geliefert werden. 
Die die Wirkung der Guanylsiure verstirkende Wirkung der Chol- 
sdure beruht also auf den Spaltungsprodukten der Nucleinsiure, 
welche durch den durch Cholsiéure geforderten Nucleinstoffwechsel 
vermehrt werden, d.h. auf’ Phosphat. 

Die Tatsache, dass die hypoglykaimische Wirkung der Guanyl- 
sdure denen des Guanins mit Cholsiure fast gleich ist, deutet 
darauf hin, dass die die Wirkung der Pur‘nbasen verstiirkende 
Wirkung der Cholsiure mit dem Phosphat eng verkniipft. ist, 
welches durch Cholsdure aus Nucleinsiure vermehrt geliefert wird. 

Die Wirkung der Cholsiure im Kohlehydratstoffwechsel beruht 
darauf, dass die durch die Cholsture vermehrten Spaltungsprodukte 
der Nucleinsiure, Purinbasen und Phosphorsiure, unter Hypo- 
glykamie die Zuckerassimilation im Organismus fordern, was bei 
Zufuhr von Cholsiure eine vermehrte Glykogenie zur Folge hat. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der niichterne Zuckerwert im Blut des normalen Kanin- 
chens wird durch subkutane Zufuhr von Guanylsiure, Adenin und 
Guanin herabgesetzt und diese Herabsetzung durch Mitzufuhr von 
Cholsaure im gleichen Grad verstarkt. 

2. Die hypoglykamische Wirkung von Guanylsiure, Adenin 
und Guanin tritt nach 3-4 Stunden maximal auf und zwar bei 
Guanylsdure am _ starksten, schwiacher bei Adenin und am 
schwachsten bei Guanin. 
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UBER DIE SYNTHETISCHE WIRKUNG 
DES PEPSINS. 


VON 


KYOZABURO KUMAMOTO. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Aledemie zu 
Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 31. Marz 1938.) 


Die synthetische Wirkung des Ferments ist seit langem be- 
kannt; es wurden dariiber schon viele Arbeiten mit Carbohydrase 
und Esterase ausgefiihrt. Aber mit dem proteolytischen Ferment 
wurden leider nur wenige eingehende Studien gemacht. Um zur 
‘Kenntnis dieses Gebietes etwas beizutragen, habe ich unter der 
Leitung von Prof. Akamatsu einige Experimente iiber die Plas- 
teinsynthese durch Pepsin ausgefiihrt. 

Die Peptonlosung, die als das Substrat der Plasteinbildung 
zu brauchen ist, wurde bisher von manchen Autoren in solcher 
Weise bereitet, dass man in salzsaurer Reaktion durch Pepsin 
hydrolysiertes Eiweiss durch Alkali neutralisiert und die Losung 
einfach konzentriert. Solche Losung enthalt selbstverstandlich 
viel Kochsalz. Ich habe gedacht, dass dieser reichliche Salzgehalt 
fiir die vorliegenden Versuche nicht zweckmassig ist, die das 
Fraktionieren der Peptonlosung beabsichtigten, um zu bestimmen, 
welche Fraktion des Peptons am meisten an der Plasteinbildung 
teilnimmt. Daher habe ich die peptische Hydrolyse des Hieral- 
bumins in schwefelsaurer Reaktion ausgefiihrt und nach dem 
Stillstande des COOH-Zuwaches die Schwefelsiure aus der Losung 
durch Barytzuastz beseitigt. 

Unter dem Plastein, das zuerst von Danilewski (1886) 
genannt wurde, versteht man im allgemeinen den Niederschlag, 
der in der konzentrierten Peptonlésung entsteht, falls sie unter 
dem Pepsinzusatz liegen gelassen wird. In diesem Sinne mag es 
richtig sein, den Bildungsgrad des Plasteins, wie bisher oft unter- 
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nommen, nach dem N-Gehalt des Niederschlages zu schatzen. Aber 
da schwer vorauszusehen ist, ob sich das synthetisierte Hiweiss 
simtlich von selbst niederschlagt, soll fiir den Versuch tiber die 
reversible Wirkung des Pepsins die Berechnung der Plastein- 
bildung aus der N-Abnahme im Trichloressigfiltrat viel rationeller 
sein. 

Mit den bisherigen Angaben iibereinstimmend habe ich auch 
an der obenerwihnten salzarmen Peptonlésung beobachtet, dass 
die synthetische Wirkung des Pepsins, unter den auf verschiedenen 
Pu durch tropfenweisen Zusatz der variierenden Salzsauremenge 
angesduerten Versuchsansaétzen, bei dem von Pu 4.0 am grossten 
ausfiel. Daher machte ich die Versuche wahrend des vorliegenden 
Experiment ausschliesslich bei dieser Aziditat. 

Andererseits ist tiber den Einfluss der Temperatur auf ae 
Plasteinbildung schon die Mitteilung von Borsook (1924) vor- 
handen. Danach sollte der Bildungsgrad des Plasteins mit der’ 
Temperatur des Mediums ansteigen, um bei 72° den maximalen 
Wert zu erreichen, aber nach dem Uberschreiten dieser Temperatur 
schnell absteigen und bei 80° schon keine Synthese zeigen. Aber 
mein Versuch, der bei PH4 ausgefiihrt wurde und bei dem die 
Synthese aus der N-Abnahme in dem Trichloressigfiltrat berechnet 
wurde, hat die grésste Plasteinbildung -bei 37° ergeben. Worauf 
diese Verschiedenheit der optimalen Temperatur beruht, ob auf der 
Verschiedenheit des Salzgehalts oder ob auf der Bestimmungs- 
methode der Plasteinbildung, ist vorliufig schwer zu beantworten. 
Zur systematischen Untersuchung der Plasteinbildung ist es jeden- 
falls unter meiner Versuchsbedingung zweckmassig, die Versuche 
bei 37° auszufiihren. Deswegen war die Versuchstemperatur bei 
dem vorliegenden Experiment stets 37°. 

Die kochsalzarme Peptonlésung ist besonders geeignet zu dem 
Versuch tiber den Hinfluss der Elektrolyten auf die synthetische 
Wirkung des Pepsins. Um die Peptonlésung zu Pu 4.0 anzu- 
sduern, habe ich zuerst statt der Salzsiure Salpetersiure, Schwefel- 
saure oder Phosphorsaure gebraucht. Bei der Phosphorsiiure habe 
ich eine wenige Zunahme der Synthese beobachtet, aber die anderen 
ubten keinen merklichen Einfluss aus. Ich habe andererseits die 
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durch Salzsiure zu PuH4 angesiuerte Peptonlisung mit KCI, 
K.S04, KH2PO4, CaCly oder FeCls und dann mit Pepsin versetzt 
und den Bildungsgrad des Plasteins mit dem ohne Salzzusatz ver- 
glichen. Aber bei allen Zusitzen war kein merklicher Unterschied 
der Kontrolle gegeniiber zu beobachten. Man kanu daher schlies- 
sen, dass die Arten der zu zusetzenden Elektrolyte, soweit sie nicht 
konzentriert sind, auf die synthetische Wirkung des Pepsins keinen 
Einfiuss austiben. 

Als die Peptonlésung im Kollodiumsack dialysiert wurde, 
gingen durch die Membran endlich 98% des gesamtem Stickstoffs 
hindurch und ich konnte mit der konzentrierten Losung dieses 
Dialysats einen grossen Bildungsgrad des Plasteins beweisen. Ich 
habe andererseits noch eine ziemlich hochgradige Synthese an der 
in folgender Weise bereiteten Losung beobachtet, dass die Pepton- 
lésung mit 2 fachem Volumen Alkohol versetzt, der entstandene 
Niederschlag abzentrifugiert, die iiberstehende Flissigkeit unter 
dem verminderten Druck konzentriert, und vom Alkohol befreit 
wurde. Daher konnte ich annehmen, dass die Synthese durch 
Pepsin auch bei dem Polypeptidgemisch von dem verhaltnismassig 
kleinen Molekulargewicht verwirklicht werden kann, und von 
diesem Standpunkt aus wurden die folgenden Versuche unter- 
nommen. 

Die konzentrierte Peptonlosung wurde durch Butylalkohol- 
extraktion gemass dem Prinzip der Isoherung von Aminosauren 
von Dakin in die folgenden drei Fraktionen geteilt : 


Chae durch Butylalkohol nicht extrahierbar, 

Compete durch Butylalkohol extrahierbar, aber in absolutem 
Athylalkohol unléslich und 

Cree durch Butylalkohol extrahierbar und in absolutem 


Athylalkohol léslich. 


Fraktion C, besass 73%, C2 14.6% und Cz 7.0% des gesamten 
Stickstoffs der gebrauchten Peptonlésung. Die synthetische Wir- 
kung des Pepsins wurde an diesen drei Fraktionen untersucht. 
Das Resultat ist sehr erwaihnenswert. Die Plasteinbildung war 
besonders betrichtlich bei C3-Fraktion; nach 2 Tagen war die 
Plasteinsynthese bei C,-Fraktion 10.6%, bei C2-Fraktion 10.0% 


98 K. Kumamoto: 


und bei C3-Fraktion 37.0%. Die Konzentration jeder bei diesem 
Versuche benutzten Peptonfraktion war, aus Kjeldahl-N als Ei- 
weiss berechnet, bei ‘Cy-Fraktion 29%, bei Co-Fraktion 16% und 
bei C3-Farktion 25%. Wegen dieser Ungleichheit der Konzentra- 
tion der gebrauchten Peptonlésungen dirfen die bemessenen 
Prozentzahlen der Plasteinbildung nicht ohne weiteres miteinander 
verglichen werden, jepoch ist es an sich sehr bemerkenswert, dass 
eine tiberjagende Synthese bei der in Butylalkohol und Athyl- 
alkohol loslichen Cs-Fraktion beobachtet wurde. 

Man kann sagen, dass die Extrahierbarkeit einer Substanz 
durch Lésungsmittel tiberhaupt mit der chemischen Struktur ihrer 
Bausteine und mit der Grodsse des Molekulargewichtes der betref- 
fenden Substanz innig zusammenhanegt. Daher habe ich bei jeder 
Fraktion das Verhaltnis des freien Amino-N gegen den gesamten 
Amino-N bemessen. Es war bei C; 20%, bei Co 27% und bei 
C3 82%. 

Nachstdem wurde sowohl jede Fraktion als auch die nicht 
fraktionierte Ausgangspeptonlésung durch Schwefelsdéure hydroly- 
siert, und nach der quantitativen Entfernung der Schwefelsdure 
wurden daran verschiedene Aminosadurereaktionen untersucht. Das 
Resultat war folgendes: 


C* Ci C, C, 
Biuret Reaktion = = = = 
Hopkins-Colesche Reaktion Va = = HE 
PbS Reaktion ae SF ae = 
Millonsche Reaktion ae aia =e _ 
Xanthoprotein Reaktion we ee ae — 
Fallung durch Phs-Wo-Siure ++ + ++ = 


*C bedeutet das Hydrolysat der Ausgangspeptonlosung. 


Die C3-Fraktion ergab auch nach der Salzsiurehydrolyse 
dieselben Reaktionen. Als aber das oben erwiihnte C3-Hydrolysat 
durch Schwefelsdure nach der Befreiung von der Schwefelsiure 
konzentriert wurde, fielen die Aminosiurereaktionen wieder wohl 
in gleicher Weise aus, ausgenommen jedoch, dass Phosphowolfram- 
saure eine geringe Niederschlagbildung bewirkte. Dieser Befund 
war ganz unerwartet. Ich habe weiter beobachtet, dass bei der 
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Extraktion dieses konzentrierten C3-Hydrolysats durch Butyl- 
alkohol die durch Phosphowolframsaure fillbare Substanz in dem 
nicht extrahierbaren Anteil zuriickblieb. Was diese Verbindung 
ist, war ich endlich nicht imstande entscheidend zu beantworten. 
Aber weil das Hydrolysat der Cs3-Fraktion weder Diazo-Reaktion 
noch Brom-Reaktion von Knoop (1908) zeigt, ist sie nicht 
Histidin. Sie liefert auch kein schwer lésliches Pikrat, daher kann 
man eine Anwesenheit des Lysins ausschliessen. Ferner erzeugt 
der Flaviansaurezusatz wohl einen Niederschlag, der aber amorph 
ist und aus heissem Wasser nicht krystallinisch ausgefallt werden 
kann. Sie gehdrt also wahrscheinlich nicht dem Arginin an. 
Argininreaktion nach Sakaguchi (1925) war auch nur schwach 
positiv. Trotzdem habe ich nach demselben Autor die Arginin- 
bestimmung ausgefiihrt. Der gefundene Arginin-N betrug nur 
2.9% des gesamten N. Aus dem oben erwaéhnten C3-Hydrolysat 
durch Schwefelsiure konnte ausserdem noch kein in kaltem Wasser 
schwer ldsliches Kupfersalz dargestellt werden. Isolierung des 
Glycins nach Town (1986) als Nitranilat verlief ebenfalls negativ. 
N-Verteilung in der C3-Fraktion war wie folgt. 


freier NH2-N gesamter NH2-N NH3-N Kjeldahl-N 
1.786 mg 5.528 mg 0.322 mg 6.050 mg 
NH3-N freier NH:-N gesamter NH2N  gesamter NH2-N+NHs:-N 
Kjeidahl-N Kjeldahl-N Kjeldahl-N Kjeldahl-N 
5.3% 29.4% 92.0% 97.0% 


Es ist sehr auffallend, dass der freie Amino-N ungefahr 1/3 
vom gesamten Amino-N macht. 

Nach diesen Ergebnissen habe ich die folgenden Fragen ge- 
stellt. Die erste Frage lautet, was fiir Arten von Polypeptiden 
sind tiberhaupt in der C3-Fraktion vorhanden? Die zweite Frage 
lautet: Vorausgesetzt, dass jene Substanz, die sich aus dem kon- 
zentrierten Hydrolysat der C3-Fraktion bei dem Zusatz der Phos- 
phowolframséure niederschlagt, vermeintlich zu einer Diamino- 
siure gehore und darauf jene Differenz, nimlich gesamter K jeldahl- 
N—(gesamter Amino-N+ Ammoniak-N)=3% N_ irgendeine Be- 
ziehung habe, ist dann die Existenz eines jene vermutliche Di- 
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aminosiure enthaltenden Polypeptids wirklich der Plasteinbildung 
unentbehrlich ? 

Die erste Frage wurde wie folgt beantwortet. Auf die Cs- 
Fraktion habe ich Dipeptidase und Aminopolypeptidase, welche 
aus Hefe nach Grassmann (1930, 1934) isolert wurden, einzeln 
einwirken gelassen. Dabei konnte in beiden Fallen eine massige 
Hydrolyse nachgewiesen werden. Das zeigte eindeutig, dass in 
der C3-Fraktion sowohl Dipeptide als auch noch hohere Polypep- 
tide enthalten waren und dass die Hiweissspaltprodukte in der 
O3-Fraktion nicht ausschliesslich aus Tripeptiden bestehen, obwohl 
sich das ermittelte Verhaltnis von freiem Amino-N: gesamtem 
Amino-N augenblicklich so deuten lasst. 

Die zweite Frage habe ich in folgenderweise aufgeklart. Zu- 
erst liess ich auf die konzentrierte C3-Fraktion Pepsin bei Pu 4 
einwirken und nach der reichlichen Plasteinfallung wurde die 
ganze Masse verdiinnt, zu PH 1.8 angesduert und darauf von neuem 
Pepsin einwirken gelassen. Dabei bemerkte ich, dass nach zwei 
Stunden schon eine starke Hydrolyse stattfand. Nachstdem habe 
ich eine andere Probe der Plasteinbildung in gleicher Weise ange- 
stellt, den entstandenen Niederschlag und die tiberstehende Fliissig- 
keit durch Zentrifugieren getrennt und je darauf bei PH 1.8 Pepsin 
einwirken gelassen. Dabei wurde nachgewiesen, dass nur der 
durch die synthetische Wirkung des Pepsins aus der konzentrierten 
C3-Fraktion ausgefallene Anteil imstande war, durch Pepsin wieder 
gespalten zu werden. Daher habe ich denselben Anteil durch 
Schwefelsaure hydrolysiert und nach der quantitativen Ent- 
fernung der Schwefelsiure, die Lésung auf verschiedene Amino- 
saurereaktionen gepriift. Das Resultat stimmte mit dem bei dem 
Hydrolysat der C3-Fraktion selbst beobachteten iiberein, wie in 
folgender Tafel gezeigt wird. Die Entstehung des Niederschlages 
durch Phosphowolframsaiure wurde nicht mehr bemerkt. 

Biuret Reaktion = 
PbS Reaktion Ea 
Millonsche Reaktion = 
Diazo Reaktion — 


Ninhydrin Reaktion - 
Fallung durch Phs-Wo-Siure — 
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Ich habe schon oben beschrieben, dass die Cs-Fraktion, in 
deren Saurehydrolysat nur sehr wenig durch Phosphowolframsiure 
niederschlagbarer Substanz vorhanden ist, eine hochgradigere 
Plasteinbildung zeigt als die C,-Fraktion, aus deren Saurehydro- 
lysat durch Phosphowolframsiure ein starker Niederschlag erzeugt 
wird. 

Diese Tatsachen sprechen dafiir, dass jene Substanz als ein 
Baustein der Polypeptide in der C3-Fraktion, wenn sie auch ver- 
meintlich zu einer Diaminosiure gehére, doch nicht von einer 
besonder wicntigen Bedeutung fiir die Plasteinbildung ist. 

Dem zustimmend ist noch ein Versuch, der unten mitgeteilt 
wird. Ich fraktionierte die Cs-Fraktion weiter mittels Phos- 
phowolframsaure in zwei Teile, némlich in den dadurch fallbaren 
und in den nicht fallbaren, und untersuchte bei jedem Teil die 
Plasteinbildung. Die Fallbarkeit der Polypeptide durch Phos- 
phowolframsaure hangt bekanntlich einerseits von der Lange der 
Peptidkette und andererseits von der chemischen Natur der Amino- 
sdure in den Peptidverbindungen ab, wenn davon abgesehen wird, 
dass auch die nicht fallbare Substanz eventuell mehr oder weniger 
von dem Niederschlag mitgerissen werden mag. Aber jedenfalls 
kann man erwarten, dass irgendein Diaminosaure enthaltendes 
Polypeptid im allgemeinen durch Phosphowolframsiure nieder- 
geschiagen wird. Das oben erwihnte Experiment ergab, dass die 
synthetische Wirkung des Pepsins bei dem durch Phosphowolfram- 
siure nicht fallbaren Teil der Cs-Fraktion wohl vonstatten ging 
und ihr Betrag sogar noch ausgepragt grésser als bei dem anderen 


war. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


502 getrocknetes Eieralbumin (Takeda) wurden in 2 Liter 
Wasser gelést und mit 3g Pepsin (Parke-Davis) versetzt. Pu des 
Verdauungsgemisches wurde durch Zusatz der verdiinnten Schwe- 
felsiure auf 1.7 gebracht. Die Verdauung wurde im Brutschrank 
von 37° 8-10 Tage lang fortgesetzt, wihrenddessen der Pu der 
Losung jeden Tag elektrometrisch gemessen und die Herabsetzung 
der Aziditaét durch Zusatz von Schwefelsiure vorgebeugt wurde. 
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Dann wurde die Schwefelsiure durch Zusatz von Barytwasser aus 
der Liésung quantitativ beseitigt, das so erhaltene Filtrat im 
Wasserbad von 80° eine Stunde erhitzt und wieder filtriert. Das 
Filtrat, das spiater einfach als Peptonlésung bezeichnet wird, war 
klar und kanariengelb verfirbt. Diese Peptonlésung wurde bei 
ihrem Gebrauch unter vermindertem Druck eingeengt, bis ihre 
Konzentration, nach dem Kjeldahl-N-Gehalt als Eiweiss berechnet, 
15-30% machte. Diese Lésung wird als konzentrierte Pepton- 
losung bezeichnet. 

Sofern im Folgenden keine Bemerkung besonders gegeben 
wird, wurde der Versuch nach dem folgenden Verfahren gemacht. 
5.0cem konzentrierter Peptonlésung und 1.0 cem 5% wasseriger 
Pepsinlésung wurden gemischt, durch tropfenweisen Salzsaure- 
gusatz auf den gewiinschten Pu angesiuert, mit Toluol tber- 
schichtet und im Brutschrank von 37° aufbewahrt. Sofort und 
bestimmte Stunden nach der Versuchsanstellung wurde 1.0 ccm , 
aus dem Gemisch auspipettiert, mit 4.0cem Wasser dann mit 5.0 
ecm 6% Trichloressigsiure versetzt, gut geschiittelt, 10 Minuten 
stehen gelassen und filtriert. 3.0 cem Filtrat wurden zur N-Bestim- 
mung gebraucht. Der N-Gehalt im Filtrat der sofortigen Probe 
wurde als 100% gesetzt und aus der zeitlichen Abnahme der N- 
Menge im Filtrat wurden die Prozentsitze der Synthese berechnet. 


Versuch I. 


Einfluss der Temperatur auf die synthetische Wirkung des 
Pepsins. 


N in Filtrat mg Synthese % 
Pu 
Sofort 24 Stdn. | 48 Stdn. | 24 Stdn. | 48 Stdn. 
Om 3.9 7.0 6.6 6.4 5.7 8.6 
30° 3.9 120 6.2 6.2 11.4 11.4 
Bee 3.9 ne 6.1 6.0 12.8 14.3 
50° 3.9 7.0 6.2 6.1 11.4 12.8 
60° 3.9 Holl 6.2 6.2 12.8 12.8 
70° 3.9 7.0 6.2 6.3 11.4 10.0 
80° 3.9 7.0 6.9 6.9 1.4 1.4 
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Versuch ie 


Wirkung der verschiedenen Siéuren auf die Synthese. 


N in Filtrat mg Synthese % 
PH 
Sofort 24Stdn. | 48 Stdn. | 24 Stdn. | 48 Stdn. 
5n HCl 4.0 5.3 4.4 4.3 17.5 18.8 
5n H2SO4 3.9 5.3 4.4 4.4 17.0 17.0 
5n HNOs 4.0 5.0 4.2 4.1 16.0 18.0 
5m HsPO. SI) 5.4 4.3 4.2 20.0 2233 


Versuch ITI. 


Einfluss der verschiedenen Salze auf die Synthese. Die zum 
Versuche genommenen Salze waren KCl, K2SO4, KHePO4, CaCle 
und FeCls und ihre Konzentrationen werden in folgender Tabelle 
gezeigt. Pu der Losung wurde durch Zusatz von 5n HCl auf. 4.0 


gebracht. 

Konzentrierte Peptonlosung 5.0 cem 

10% Pepsin 0.5 ” 

Salzlésung 0.5” 

N in Filtrat mg Synthese % 
PH = 
Sofort 24 Stdn. | 48Stdn. | 24Stdn. | 48 Stdn. 
m/2 KCl 4.0 Deo 4.6 4.4 13.2 17.0 
m/2 K2SOx 4.0 5.5 4.7 4.5 14.5 «18.2 
* 

m/2 KHePO, 4.0 5.4 4.6 4.4 14.8 18.5 
m/10 CaCle 3.8 5.5 4.7 4.3 14.5 21.7 
m/10 FeCls 3.8 5.5 4.7 4.7 14.5 14.5 


Versuch IV. 


300 cem Peptonlésung wurde in Kollodiumsack gegen destil- 
liertes Wasser wahrend 4 Tagen dialysiert. Der durch den Kollo- 
diumsack gegangene Teil wurde unter vermindertem Druck einge- 
dampft und zur peptischen Synthese gebraucht. 
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N in Filtrat mg Synthese % 
PH 
Sofort 24 Stdn. 48 Stdn. 24 Stdn. 48 Stdn. 
4,1 10.2 9.4 9.1 7.8 10.8 
Versuch V. 


Die Peptonlésung wurde mit 2 fachem Volumen absolutem 
Athylalkohol versetzt, iibernacht stehen gelassen und zentrifugiert. 
Aus der iiberstehenden Fliissigkeit wurde der Alkohol unter ver- 
mindertem Druck abdestilliert und der syrupése Riickstand mit 
wenig Wasser digeriert. Die synthetische Wirkung des Pepsins 
auf diese Fraktion war folgende. 


N in Filtrat mg Synthese % 
PH = 
Sofort 24 Stdn. 48 Stdn. 24 Stdu. 48 Stdn. 
4.1 (al 6.1 5.9 14.1 16.9 


Versuch VI. 

Die konzentrierte Peptonl6sung wurde nach dem Prinzip von 
Dakin zur Isolierung von Aminoséuren in den Soxhletschen 
Dauerextraktionsapparat unter vermindertem Druck durch Butyl- 
alkohol bei 45° wahrend 48 Stunden extrahiert. Der nicht in 
Butylalkohol tibergegangene Teil wurde C, genannt. Der butyl- 
alkoholsche Extrakt wurde unter. vermindertem Druck einge- 
dampft, der Riichstand im Destillierkolben mittels iiber 50 fachen 
Volumens heissen Alkohols 3 mal ausgezogen und der in Athyl- 
alkohol unlosliche Teil in Wasser gelést. Er wurde C. genannt. 
Die athylalkoholléshiche Fraktion wurde von Alkohol wieder durch 
Vakuumdestillation befreit und der Riickstand in wenig Wasser 
gelost. Diese Lésung war C3. 

Cy, Co bzw. Cz besass 73%, 14.6% resp. 7.0% des gesamten 
N in der urspriinglichen konzentrierten Peptonlésung. Konzen- 
tration jeder Fraktion war als Hiweiss berechnet 29%, 16% resp. 
25%. Uber die N-Verteilung in jeder Fraktion wurde schon 
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gesprochen. In der folgenden Tabelle wird die an jeder Fraktion 
gemessene synthetische Wirkung des Pepsins angegeben. 


N in Filtrat mg Synthese % 
PH 
Sofort 24Stdn. | 48 Stdn. | 24 Stdn. | 48 Sidn. 
C,-Fraktion 4.0 Dall 5.2 ‘pal 8.8 10.6 
C2-Fraktion 4.0 4.0 3.6 3.6 10.0 10.0 
C3-Fraktion 4.1 54 | 37 Be st BT 37.0 


Versuch VII. 


Dipeptidase und Aminopolypeptidase wurden nach Grass- 
mann (1930, 1934) aus Hefe isoliert. Hydrolytisches Vermogen 
der beiden Fermente war bei PH7.1 nach 24 Stunden wie folgt 


erwiesen. 


m/10 Glyeylglycyl m/10 Glyeyl- 
asparagin asparagin 
Dipeptidase 0 57.890 
Aminopolypeptidase 73.0% 19.0% 


Durch beide Peptidasen wurde die Spaltbarkeit der C3-Frak- 
tion nach folgendem Rezept bei PH 7.1 gepriift. 


verdiinnte Cs-Fraktion 15.0 cem 
Fermentlosung 10.0 » 
Phosphatpuffer 25.0 2 


Alkoholische Titration der zugewachsenen COOH nach 
Willstatter wurde an 10ccm Versuchslésung mittels m/5 


Kalilauge ausgefitihrt. 


24 Stdn. 48 Stdn. 
Aminopolypeptidase 0.26 com 0.48 com 
Dipeptidase 0.19 » 0.31» 


Versuch VIII. 


10.0 cem C3-Fraktion und 2.0 cem 10% Pepsinilésung wurden 
mit 5n Salzsiiure versetzt, um den Pu der Losung auf 4.0 zu 
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bringen, und 2 Tage in Brutschrank gestellt. Nach reichlicher 
Bildung des Plasteins wurde die ganze Masse mit Wasser auf 40.0 
cem verdiinnt, davon 20 cem auspipettiert, der Pu durch abermali- 
gen Zusatz der Salzsiure auf 1.8 gebracht, wieder mit 1.0 cem 10% 
Pepsin versetzt und dann bei 37° stehen gelassen. Sofort und nach 
2 und 24 Stunden wurde eine Portion von diesem Gemisch mit 
gleichem Volumen 6% Trichloressigsiure versetzt, gut durch- 
gemischt, 10 Minuten stehen gelassen und dann filtriert. Kjeldahl- 
N-Bestimmung wurde an den Filtraten ausgefiihrt. Die zeitliche 
Zunahme des durch Trichloressigsdure nicht fallbaren Stickstoffes 
ist aus der folgenden Tabelle ersichtlich. 


N in Filtrat mg 


5.9 


Sofort 2 Stdn. 24 Stdn. 
7.4 


Nach zwei Stunden konnte man eine massige Hydrolyse 
bemerken. 


Versuch IX. 


6.0cem C3-Fraktion+0.6cem 10% Pepsin wurden tropfen- 
weise mit 5n Salzsdure versetzt, der Pu der Losung damit auf 
3.9 angesauert, die ganze Menge im Brutschrank von 37° wahrend 
48 Stunden aufbewahrt, mit Wasser auf 30.0cem gebracht und 
zentrifugiert. Man bekam dadurch zwei Fraktionen, die iiber- 
stehende Fliissigkeit (a) und den Niederschlag (b). Beide Frak- 
tionen wurden mit Wasser auf 30.0cem gebracht und der Pu der 
beiden je durch abermaligen Zusatz der 5n Salzsiure auf 1.8 ge- 
bracht. Hydrolysierbarkeit der beiden Fraktionen durch Pepsin 
wurde wie beim Versuch VIII untersucht. N-Zunahme im Filtrat 
konnte nur in (b) beobachtet werden. | 


N in Filtrat mg 


Sofort 24 Stdn. 48 Stdn. 72 Stdn. 
(a) 7.6 7.6 7.7 Teds 
(b) ess 3.4 3.8 4.4. 
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Versuch X. 


10.0 cem C3-Fraktion wurde mit Wasser verdimnt und mit 
verdunnter Schwefelséure versetzt, bis die Konzentration der 
Schwefelsiure in der Liésung 5% betrug, und dann darin 13¢ 
Phosphowolframsiure in Wasser langsam eingegossen. Der Nie- 
derschlag wurde im Wasser suspendiert und daraus Schwefelsiure 
und Phosphowolframsaure durch Baryt quantitativ beseitigt. Die 
Lésung wurde unter vermindertem Druck eingedampft (a). Kon- 
zentration von (a) war als Eiweiss berechnet 18.6%. Der durch 
Phosphowolframséure nicht fallbare Anteil wurde in gleicher 
Weise von Schwefelsaure und Phosphowolframsiaure befreit und 
konzentriert (b). Ihre Konzentration war 15.6%. Synthetische 
Wirkung des Pepsins wurde an beiden Fraktionen untersucht. 
Sie war grosser bei der Fraktion (b), die durch Phosphowolfram- 
sdure nicht niedergeschlagen wurde. 


N in Filtrat mg Synthese % 
Sofort 24 Stdn. 48 Stdn. 24 Stdn. 48 Stdn. 
(a) 6.0 5.6 Sel. 6.7 15.0 
(b) 4.9 4.0 3.6 18.4 26.5 
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STUDIES ON N-GLYCOSIDES. 


I. Toluidine- and Xylidine-N-Glucosides. 


By 


KENZI HANAOKA. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for pubileation, April 11, 1938) 


It is a well-known fact that the susceptibilities of natural 
N-glycosides toward hydrolysis are delicately influenced by slight 
differences in the structures of sugars and aglycones. For in- 
stance, the N-glycosidice linkages of nucleotides and nucleosides are 
hydrolyzed in different degrees according to the variety of bases 
and sugars, or according to the presence or absence of phosphoric 
acid which combines with sugars. With the object of extending 
our knowledge on this subject, the hydrolysis of the synthetic N- 
glycosides with varying constituents was studied. The glycosides 
which were used in the present communication and which are to 
be used in the following publications cover the glycosidic N-con- 
densation products of sugars with primary, secondary and tertiary 
amines. The experiments presented herewith deal exclusively with 
the glycosidic condensation products of glucose with toluidines and 
xylidines. These aglucones are particularly suitable for the study 
of the influence of the chemical structure of aglucones on the 
hydrolysis of N-glucosides, since the position-isomerism is well- 
developed in these substances. To be exact, the glycosides of this 
type do not constitute the nearest approach to the natural ones, 
but an investigation of these compounds might yield valuable in- 
formation. p-Toluidineglucoside was first synthesized by Sorokin 
(1888) ; later by Irvine and Gilmour(1909), Amadori(19311) 
and Kuhn and Dansi(1936). o-Toluidineglucoside was prepared 
by Amadori (1931ii). The synthesis of the toluidides was ac- 
complished in all cases by the Sorokin method of heating the 
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bases and glucose in alcoholic media of varying concentrations. 

It is generally assumed that the condensation products between 
aldoses and aromatic primary amines have the glycosidic structure 
when they are prepared under mild conditions in the alcoholic 
media, while the products possess the character of the Schiff base 
when they are synthesized by fusing sugars and bases in the absence 
of the solvent. However, the elucidation of the true constitutions 
of the condensation products must await further studies along 
this line. The condensation products, which show the mutarota- 
tion, are accepted as having the glycosidic structure. Irvine and 
Gilmour (1908, 1909) attributed this phenomenon to the existence 
of dextro- and laevo-modifications of the glycosides. Amadori 
(1929) was of the same opinion. Baker (1928, 1929) considered 
the presence of a mobile hydrogen atom attached to the nitrogen 
atom necessary for the mutarotation. Recently Karrer and 
Herkenrath (1937) pointed out the possibility that in aqueous 
solutions, N-glucosides exist in a state of equilibrium with the 
Schiff bases. Kuhn and Dansi(19386) re-examined the structure 
of the condensation product between p-toluidine and glucose which 
was prepared by fusing the constituents, and they expressed a 
doubt about Amadori’s assumption that the product had the 
structure of Schiff’s base. The investigators found indications of 
the conversion of the glucose molecule into a saccharine acid with 
a methyl group. . 

The present writer synthesized for the first time m-toluidine- 
glucoside and the glucosides of 5 xylidines out of 6 isomerides, and 
compared the rates of hydrolyses of 3 toluidides and 5 xylidides 
respectively. 


I. Synthesis of toluidides and xylidides. 


The procedures of synthesis of toluidides and xylidides fol- 
lowed the lines prescribed by Kuhn and Dansi. 7 gm. of toluidi- 
nes or xylidnes were heated with 10 gm. of glucose in 80 gm. of 
absolute ethylalcohol under a reflex condenser until the whole 
amount of glucose was dissolved. Upon evaporating the volume 
of the solution to half or less under diminished pressure and 
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cooling, the glucosides crystallized out. When the crystallisation 
delayed, it was accelerated by adding ether to the solution. The 
xylidineg]ucosides had tendencies of prolonged erystallisation. The 
glucosides were recrystallized from absolute alcohol several times. 
No particular difficulty was encountered in the synthesis and puri- 
fication of the compounds except in the case of vicinal meta- 
xylidine. This xylidine condensed with glucose to a certain ex- 
tent, but the glucoside thus formed was decomposed into the con- 
stituents during the process of purification. 


IT. Physical and chemical properties of 
toluidides and xylidides. 


The physical constants of toluidides and xylidides are sum- 
marized in Table I. As observed by many investigators, the 
mutarotation of the solutions of the glucosides was greatly ac- 
celerated by a trace of acid. In the absence of acid, the equili- 
brium of methyl- or ethyl-alcoholie solutions of the glucosides was 
reached after 2-5 days at room temperature. By reference to the 
literature, the reports are conflicting in regard to the physical 
constants of p-toluidide. The results obtained in the present ex- 
periments were in full accord with those recordéd by Kuhn and 
Dansi. o-Toluidide which was synthesized by the present writer 
had a molecule of water of crystallisation and showed somewhat 
different physical properties from that of Amadori; the melting 
point was 101° instead of 97°, and the specific rotation of ethyl- 
alcoholic solution at equilibrium was —22° instead of —40°. 

The glucosidic linkages of the xylidides were, like the 
toluidides, extremely sensitive to acid but rather stable to alkali. 
The stability of the crystalline toluidides and xylidides was low; 
they were tinged brown after 4 weeks in a dark coloured vacuum 
desiccator. 

The results of the elementary analyses of toluidides and 
xylidides are as follows, the analysis of the best known p-toluidide 
being omitted. 


3.793 mg. of o-toluidineglucoside: 7.575 mg. CO2, 2.512 mg. HzO 
6.993 mg. : 0.2721 ec, Ne (768.0 mm Hg, 17.4°C) 
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TABLE 
Physical Constants of Toluidine- 


Melting point 
(uncorr.) Methanol Ethanol 


Aglucone Crystalform 


o-Toluidine aaily Fairly 
lime! White needle 101°C. Soluble soluble 
Wee + + 


m-Toluidine 


(Me do. 147°C. ++4++ +++ 


a fli 115°C. ie rs ary 


re a 
Oars do. ae ++ tt + 


p-Xylidine 


| do. : ++ ++ ae 
\ Me | oY: 


(‘Me | do. ee ttt +++ 


| do. 145°C. ae fs 


asym. m-Xylidine 
Me | 
4 ro 
a pe do. tne +++ ++ 
Le | ; 


* The glucosides dissolved under decomposition. 
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i 
and Xylidineglucosides. 
Solubility [a] 
Acetone Ether Water* In methanol In ethanol 
Difficultly | Insoluble Slightely —99.0° —103.0° 
eee soluble —51.0° —22,0° 
= = = (1%, 2 dm) (1%, 1 dm) 
—102.9° —102.0° 
—_ _—_ 
- = a —50,3° —32,0° 
(1%, 1 dm) (1%, 1dm) 
—106.0° —87.0° 
— — 
+ = Bi —50,0° —35.0° 
(1%, 2dm) (1%, 1 dm) 
—104.0° —88.0° 
_—— —_—S 
+ as ae —46.0° —30,0° 
(1%, 2 dm) (0.25%, 1 dm) 
—102,5° —103.5° 
= ry t+ —45,0° —25.0° 
(1%, 2 dm) (1%, 1 dm) 
—92.5° —79° 
ae ae 
ao + —41.5° —29.5° 
(1%, 2 dm) (1%, 1dm) 
—102.5° —96.0° 
—_——S> > 
a -* os —44,0° —30.0° 
(1%, 2 dm) (0.5%, 2 dm) 
—101.0° —95.0° 
ss ee + —45.0° —25.0° 


(1%, 2 dm) 


(0.5%, 2 dm) 
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CisHiOsN.H20 Caleul. C 54.32%, H 7.37%, N 4.87% 
Found OC 54.47%, H 7.41%, N 4.62% 
3.899 mg. of m-toluidineglucoside: 7.846mg. COs, 2.564 mg. H2O 
6.221 mg. : 0.2545 ce. Ne (760.0 mm Hg, 18.2°C) 
CisH1O5N.H20 Found C 54.88%, H 7.36%, N 4.85% 
3.698 mg. of vic. o-xylidineglucoside: 7.986 mg. COs, 2.484 mg. H2O 
6.244 mg. : 0.2489 cc. Ne (765.8 mm Hg, 14.8°C) 
CuH2105N > Caleul. C€ 59.32%, 747%, N 4.94% 
Found C 58.90%, H 7.52%, N 4.76% 
4.112 mg. of p-xylidineglucoside: 8.402 mg. COs, 2.768 mg. HO 
5.845 mg. : 0.2244 ec. Neo (767.9 mm Hg, 15.3°C) 
CuH10;N.H2O Caleul. OC 55.77%, H 7.69%, N 4.64% 
Mound. C 55.738%,. H 7.58%, N 459% 
3.999 mg. of asym. o-xylidineglucoside: 8.189 mg. COs, 2.746 mg. HO 
5.672 mg. : 0.2096 ce. Ne (767.7 mm Hg, 17.5°C) 
CuHa0sN.H20 Found © 55.85%, H 7.68%, N 4.39% 
3.772 mg. of sym. m-xylidineglucoside: 7.757 mg. COs, 2.678 mg. H2O 
; : :* 0.2342 ec. No (764.6 mm Hg, 15.0°C) 
CuHn0sN.H2O0 Found C 56.08%, ise 7.94%, N 4.39% 
4.228mg. of asym. m-xylidineglucoside: 8.684 mg. COs, 2.916 mg. H20O 
5.600 mg. : 0.2175 ce. Ne (758.2 mm Hg, 17.8°C) 
» CuHxnOsN.H20 . Found C 56.02%, H 7.72%, N 4.55% 


III. Hydrolysis of tolwidides and xylidides by acid. 


The influence of the structural differences of the aglucdnes on 
the acid hydrolyses of toluidides and xylidides was studied along 
two procedures. One was to follow polarimetrically the changes 
of the rotatory power in methylalcoholic solutions, and the other 
was to measure the quantities of the liberated glucose after preci- 
pitating the sugar with copper sulphate and calcium hydroxide. 


1. The polartmetric determination. 

89.4 mg. of three toluidides or 100.0 mg. of five xylidides were 
dissolved in 10.0 ce. ‘of methylaleohol. After the rotation of the 
solutions had reached the constant values, 2.0 ec. of 0.1N HsSO, 
were added to the solutions. The changes of the rotatory power 
were followed in a 1 dm tube after 30 and 60 minutes at 23°C. 
The rotatory values at 0 time were determined immediately after 
adding two ce. of water instead of sulphuric acid to the methyl- 
alcoholic solutions. The percentages of hydrolyses of the gluco- 
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sides were calculated on the basis that 59.79 mg. of glucose, which 
is the amount of sugar to be liberated at the completion of the 
hydrolyses, showed the rotation (a) +0.32° when it was dissolved 
in a mixture of 10 ee. of methylalcohol and 2 ce. of water at 23°C. 
The results of the experiments are listed in Table II. The 
susceptibilities of the glucosides with respect to acid decreased 
in the following order. Toluidides: p-, m- and_ o-glucoside; 
Xyldides: asym. o-, asym. m-, p-, vie. o- and sym. m-glucoside. 


B... “Pie determination of reducing power. 

100.0 mg. of toluidides and xylidides were each dissolved in 
10 ce. of 0.01 N HCl and the solutions were kept at 23° and 37°C 
respectively. At intervals aliquotes were pipetted out and the 
liberated glucose was precipitated with copper sulphate and 
calcium hydroxide. The precipitates were repeatedly washed with 
water saturated with calcium hydroxide. The glucosides were 
stable at the alkalinity of. the saturated solution of calcium 
hydroxide. Copper was removed from the precipitates by treating 
the suspensions of the precipitates with hydrogen sulphide and 
the latter in turn was drivem off: by aeration. The quantities of 
elucose4n the solutions thus treated were determined by the Hanes 
method. The results are shown in Table III. 

It was found in the control experiments that after the com- 
plete hydrolyses of toluidides by heating with 1N H2SO, for 20 
minutes at 100°C the lberated glucose corresponded to 98.7% 
and 98.5% of the theoretical value when its quantity was deter- 
mined by the reduction and polarimetric methods respectively. 

Concerning the acid hydrolysis of toluidides and xylidides, a 
general rule can be formulated from the data in Table II and 
III,—viz. the shorter the distance between the amino group and 
one or two methyl groups of any aglucone, the higher the stability 
of the glucosidie linkage toward acid hydrolysis. This tendency 
ean be clearly noticed in the toluidides, the aglucones of which 
have only one methyl and one amino group. The circumstances 
are more complicated in the xylidides, as the aglucones have two 
methyl groups against one amino group. The methyl groups of 


1 
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asym. o-xylidine are situated at the farthest points from the amino 
group, so that the corresponding glucoside is most sensitive to 
hydrolysis. It can be easily understood from this standpoint that, 
next to the above-mentioned glucoside, asym-m-xylidide has the 
least resistance against hydrolysis. Judging from the positional 
relation between the amino group and the methyl groups, it may 
be anticipated that vie. o- and p-xylidides will behave in a similar 
way and will be more stable than asym. m-xylidide. In reality 
this was found to be the case. sym. m-Xylidide was an exception. 
According to the general principle mentioned above, this glucoside 
should be more sensitive to hydrolysis than vie. o- or p-glucoside. 
However, this glucoside had the greatest resistance. It will be 
remembered here that the sym. m-xylidide, in which the amino and - 
methyl groups are situated symmetrically on the benzene ring, had 
exceptionally low solubility in comparison with other homologous 
glucosides. In the experiment where sym. m-xylidide was 
hydrolyzed by 0.01 N HCl, the glucoside was dissolved at 45°C. 
In spite of this treatment at higher temperature the glucoside was 
more stable than other glucosides, the hydrolyses of which were 
carried out at 37°C. 


SUMMARY. 


1. m-Toluidineglucoside, and vie. o0-, p-, asym. o-, Sym. m- and 
asym. m-xylidineglucosides were synthesized according to the pro- 
cedure of the Sorokin principle. 

2. The velocities of acid hydrolyses of o-, m- and p-toluidides, 
and those of 5 xylidides were determined. It was concluded that 
the shorter the distance between the amino and methyl groups of 
an aglucone, the greater was the tendency for the resistance of the 
corresponding N-glucoside to acid hydrolysis. 
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UBER DIE SULFATASE. 


Von 


SEIT TANAKA, 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 14. April 1938) 


In der vorigen Mitteilung (1938) habe ich iiber eine kolori- 
metrische Mikro-S-Bestimmung berichtet, die sich an 1 eem Serum 
mit geniigender Genauigkeit ausfiihren lasst. Diese Methode kann 
man auch zu den Sulfatasenstudien anwenden, weil das Experiment 
ergab, dass bei der Hydrolyse des p-Nitrophenolsulfats die kolo- 
rimetrisch ermittelte Sulfatmenge gerade in aquivalentem Ver- 
haltnis zu der nach Morimoto (1937) auch kolorimetrisch bemes- 
senen p-Nitrophenolmenge ausfiel. Bekanntlich muss man bei dem 
Fermentversuche eine Veranderung der Aziditét des Mediums mog- 
lichst vermeiden, die durch die gebildeten Spaltprodukte verur- 
sacht wird. Bei den Sulfatasenstudien ist diese Gefahr am gros- 
sten und falls die Konzentration des Substrats so gross ist, wie 
es ublich gebraucht wird, kann man selbst durch Anwendung der 
wirksamen Pufferlosungen diese Gefahr kaum umgehen. Aber 
wenn die Konzentration des Schwefelsiureesters verdiinnt und die 
Versuchslosung gleichzeitig gepuffert wird, ist man nun beinahe 
imstande jener Verschiebung der Aziditaét wahrend des Versuches 
vorzubeugen. Mit Ricksicht auf diesen Punkt soll die Mikro-S- 
Bestimmung besonders zur Forschung der Sulfatasenspezifitat 
hinsichtlich der chemischen Konstitution der Schwefelsdurever- 
bindungen beitragen und die p-Nitrophenolmethode von Mori- 
moto ist, da sie sich in sehr verdiinnter Substratkonzentration und 
durch dusserst einfaches Verfahren ausfiihren lasst, zu den Studien 
der Eingeschaften der Phenolsulfatase als sehr geeignet zu 
erwihnen. In vorliegender Mitteilung méchte ich tiber die Ex- 
perimente berichten, die mittels der kolorimetrischen p-Nitro- 
phenolmethode ausgefiihrt wurden und sich auf die Trennbarkeit 
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der Sulfatase von der Phosphomonoesterase und die Beeinfiuss- 
barkeit der Sulfatase von den Elektrolyten beziehen. 

Zuerst habe ich mit dem Glycerinextrakt der Kaninchenleber 
gearbeitet, weil die Sulfatase nach der Angabe von Morimoto 
unter den Organen des Kaninchens nur in der Leber nachzuweisen 
war. Morimoto gab an, dass er die maximale Hydrolyse durch 
den Glycerinextrakt bei Pu 5.9-6.9 beobachtete und als der Extrakt 
eine Woche im Eisschrank aufbewahrt wurde, obwohl die Aktivitat 
dadurch ziemlich abgeschwicht wurde, das Optimum bei PH 5.9 
ausfiel. 

Ich habe mit dem frischen Extrakt die grésste Hydrolyse 
deutlich bei Pu 6.1 beobachtet (Versuch I. A). Da ein einfacher 
Glycerinextrakt recht verschiedene Organbestandteile in sich 
einschliesst, die die Fermentwirkung in mannigfaltiger Weise 
beeinflussen kénnen, ist die von Morimoto beobachtete etwas 
breite optimale Pu-Zone nicht als gegen meinem Befund sprechend 
zu betrachten. Morimoto hat ja den Glycerinextrakt mit Hisen- 
hydroxyd behandelt und beobachtet, dass die sulfatatische Akti- 
vitat des Extrakts dadurch in merkwiirdiger Weise verstarkt wurde 
und das Optimum ausgepragt bei Pu 6 lag. 

Diese Angabe von Morimoto konnte ich bestatigen. Ich habe 
ausserdem den Glycerinextrakt mit Magnesiumearbonat, Barium- 
carbonat oder Calciumcarbonat behandelt. Die Wirkung des 
danach zentrifugierten Extrakts war je nach den Arten der 
Klarungsmittel verschieden. Der Extrakt, bei dem sich 38% 
Hydrolyse ergab, ergab, mit Hisenhydroxyd behandelt 57%, mit 
Magnesiumearbonat 19%, mit Bariumearbonat 63% und mit Cal- 
ciumearbonat 78% Hydrolyse. Daraus kann man ersehen, dass es 
beim Behandeln mit den beiden letzten Adsorbenzien zu einer 
stirkeren Aktivitatsteigerung als bei dem mit Hisenhydroxyd be- 
handelten kommt (Versuch I. B). 

Der in den obenerwahnten Experimenten gebrauchte Glycerin- 
extrakt war aus lebensfrischer Leber hergestellt, die natiirlich eine 
reichlich Menge von Blut enthalt. Der Befund von Morimoto, 
dass sich die Existenz der Sulfatase ausschliesslich auf die Leber 
beschrankt, ist sehr interessant, weil sich in diesem Organ die 
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wirksamste Entgiftungsreaktion, der auch die Synthese der Ather- 
schwefelsdure angehért, abspielt. Aber es kénnte auch die Méglich- 
keit bestehen, dass die in der Leber vorhandene Sulfatase an sich 
in inaktiver Form vorhanden sei und durch irgendeinen Blut- 
bestandteil wirksam gemacht wird. Daher habe ich zum Versuch 
Glycerinextrakt von blutfreier Leber verwendet, die nach Omori 
(1937) hergestellt wurde. Das Experiment ergab, dass dieser 
Extrakt auch gut wirksam war und seine sulfatatische Aktivitit 
wieder durch Calciumearbonatbehandlung verstirkt werden konnte 
(Versuch I. C). 

Die Angabe von Morimoto, dass die Lebersulfatase mittels 
Rohrzuckerlosung extrahierbar ist, wurde bestitigt, indem ich den 
Extrakt so herstellte, dass der zermahlene Leberbrei mit anderthalb 
Volumen 10% Rohrzuckerlosung digeriert und zentrifugiert wurde. 
Dieser Extrakt erfuhr auch eine Aktivititsteigerung, als er gegen 
1% Kochsalzlosung einen Tag dialysiert wurde. Der Extrakt iibte 
vor der Dialyse 10% und nach Dialyse 20% Hydrolyse aus. Das 
Optimum war auch mit diesem dialysierten Extrakt bei PH 6.1 zu 
beobachten (Versuch IT). 

Daraus kann man schliesen, dass das PH-Optimum der Kanin- 
chenlebersulfatase 6 ist, aber es ist noch unklar, ob die beobachtete 
Aktivitatsteigerung mit der Entfernung eines Hemmungskorpers 
zu tun hat, der aus Glycerinlosung durch Behandeln mit Calcium- 
carbonat und aus wasseriger Losung durch Dialyse zu entfernen 
ist. Es mag sich eventuell, wie von Morimoto angenommen, um 
die Verminderung des Hiweissgehalts handeln, weil auch bei der 
Dialyse eine nicht unbetrachtliche Ausflockung des Hiweisses beo- 
bachtet wurde. Sowohl der behandelte Glycerin- als auch der 
dialysierte Rohrzuckerextrakt enthalt noch eine reichliche Menge 
Eiweiss und es ist nicht angiingig, eine weitere Reinigung zu unter- 
nehmen. 

Soda und Kawamatsu(1936) stellte eine ausfiihrliche Unter- 
suchung itiber die Sulfatase von verschiedenen Muschelarten an 
und fand in der Leber des Seeohres eine stark wirksame Phenol- 
sulfatase und Glukosulfatase. Diese Angabe wurde von Mori- 


moto bestatigt. 
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Ich fiihrte auch Versuche mit Glycerinextrakt und Wasser- 
extrakt des Leberpulvers jener Muschel aus. Der hergestellte Gly- 
cerinextrakt war unter der vorliegenden Versuchsbedingung so 
stark wirksam, dass derselbe beim Gebrauch mit einer Losung von 
Glycerin 2: Wasser 1 dreifach verdiinnt werden musste. Die 
Untersuchung ergab, dass das Optimal-Px 5.1 war, und die Hydro- 
lyse schon nach einer Stunde 83% erreichte (Versuch III). Der 
Wasserextrakt war ebenfalls stark wirksam. Zum Versuch wurde 
er ebenfalls stark verdiinnt. Die optimale Aziditat war Pu 5.0-5.2 
und sie stimmte mit derselben von Takasulfatase iiberein, die von 
Morimoto angegeben wurde (Versuch IV). 

Bei den Phosphatasestudien haben wir meistenfalls die dialy- 
sierten Autolysate der Organe gebraucht, weil soleche Losungen 
eiweissarm und phosphorfrei und besonders zur Trennung der 
verschiedenen Phosphatasearten voneinander und zur zeitlichen 
Verfoleung der Dephosphorierung geeignet sind. Erst kiirzlich 
hat Omori (1937) die p-Nitrophenolmethode zur Phosphomono- 
esteraseforschung angewandt und damit den Gebrauch des ein- 
fachen Organbreis zur Messung der Phosphatasenaktivitat moglich 
gemacht. Als wir friiher Versuche mit Sulfatase machen wollten, 
wurden dialysierte Organautolysate gebraucht, aber da selbst mit 
der Leber keine Sulfatabspaltung aus Phenolester zu beobachten 
war, haben wir damals auf die Sulfatasestudien verzichtet. Spater 
hat Morimoto (1937) unter Gebrauch des p-Nitrophenolsulfats 
als Substrat wieder die Sulfatase zum Studium aufgenommen 
und er konnte, wie oben erwadhnt, dieses Ferment im Glycerin- 
oder Rohrzuckerextrakt der Kaninchenleber nachweisen, aber nicht 
im Autolysat dieses Organs. Dureh Autolyse geht also die Sul- 
fatase der Kaninchenleber zu Grunde, wahrend die Phosphatase 
der meisten Organe dadurch keine betrachtliche Inaktivierung 
erleidet. Diese Tatsache schon weist darauf hin, dass die Fermente 
der Sulfatase und der Phosphatase ganz verschiedene sind. Es 
ist aber wiinschenswert, eine Fermentlésung zu gewinnen, die sul- 
fatatisch hoch aktiv aber von Phosphatase ganz frei ist. Ich unter- 
suchte die Adsorbierbarkeit der Sulfatase der Takadiastase und 
beobachtete, dass dieselbe bei Pu 4.0 an Kaolin fast vollstindig 
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adsorbiert wurde, weil p-Nitrophenolsulfat von der Adsorptions- 
restlosung nach einer Stunde fast gay nicht und nach drei Stunden 
nur 6,3% hydrolysiert wurde, wihrend die Adsorptionsrestlosung, 
die durch Kaolinbehandeln bei Pu 6.8 gewonnen wurde, nach 3 
Stunden 84% Hydrolyse zeigte (Versuch V). So wurde das bei 
Pu 4.0 bereitete Kaolinadsorbat mit Wasser einmal gewaschen, 
dann in M/10 NasHPOy, suspendiert, nach einstiindigem Stehen 
bei 37° zentrifugiert und die tiberstehende Lésung dialysiert. Das 
in solcher Weise hergestellte Eluat hydrolysierte p-Nitrophenol- 
sulfat nach einer Stunde 20% und nach 3 Stunden 50%, wahrend 
dasselbe Eluat das Glycerophosphat selbst nach 24 Stunden nur 
4.3% zu hydrolysieren imstande war. Wenn man in Betracht 
zieht, dass die dialysierte Takafermentlosung, die zu dem Adsorp- 
tionsversuch gebraucht wurde, nach einer Stunde 60% und nach 
3 Stunden beinahe 100% Hydrolyse des Glycerophosphats aufwies, 
und dass gemass unserer Erfahrung eine geringe wie 4-5% 
Hydrolyse nach 24 Stunden eine praktische Freiheit von Phos- 
phatase bedeutet, ist man nun imstande die Takasulfatase mittels 
der Adsorptionsmethode frei von Phosphatase zu bekommen 
(Versuch VI). Die optimale Aziditét der Takasulfatase war nach 
Morimoto PH5.2. Das in obenerwiéhnter Weise gereinigte 
Ferment wies auch dasselbe Optimum auf. Ich habe ausserdem 
beobachtet, dass jene dialysierte Adsorptionsrestlosung, die durch 
das Kaolinbehandeln bei Pu 6.8 gewonnen wurde, auch bei Pu 5.2 
die starkste Hydrolyse austibte (Versuch VII). 

Ich kann vorlaufig nicht erklaren, warum die Sulfatase der 
Kaninchenleber im Vergleich zur Taka- oder Seeohrleber-Sulfatase 
bei dem um 1 Hinheit geringeren Pu optimal wirkt, jedoch sollen 
die beiden letzteren Fermente ausser dem gleichen Verhalten gegen 
die Aziditat auch von Standpunkt der Beeinflussbarkeit durch die 
Elektrolytenzusatze als ein Ferment von demselben Typ betrachtet 
werden. Elektrolyteneinfluss wurde in der Weise untersucht, dass 
3cem Elektrolytenlésung von einer bestimmten Konzentration 17 
eem Versuchsansatz hinzugefiigt wird und die Hydrolyse des 
p-Nitrophenolsulfats mit der der Kontrolle verglichen wird. 

Die Takasulfatase ist fluoridempfindlich. Ihre Wirkung wird 
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beim Zusatz des 0.2 M Fluorids ganz vernichtet und eine geringe 
Hemmung ist selbst beim Zusatz von 0.000625 M Fluorid noch zu 
beobachten. Auch Oxalat und Sulfat iiben eine starke Hemmung 
aus und erst durch Verdiinnung der Salzlésungen zu 0.002 M wird 
der hemmende Hinfluss aufgehoben. BaCls oder MgCls sind fast 
ohne Hinfluss (Versuch VIII). 

Hine energische Hemmung durch Fluorid ist auch bei See- 
ohrlebersulfatase nachweisbar. Hemmender Hinfluss des Oxalats 
und Sulfats ist in gleichem Grad wie bei der Takasulfatase zu 
beobachten. BaCls und MgCly scheinen aber eine aktivierende 
Wirkung auf die Muschelsulfatase auszuiiben und zwar je konzen- 
trierter die Zusiatze sind, desto deutlicher (Versuch IX). 

Hinsichtlich der Beeinflussbarkeit dureh Fluorid, Sulfat und 
Oxalat verhalt sich die Taka- und Muschel-Sulfatase wie die von 
Inouye (1929) untersuchte Takaphosphatase. Aber die Sulfatase 
und die Phosphomonoesterase haben miteinander nichts zu tun. 
weil man nun jede Fermentlésung frei voneinander herstellen kann, 
und es ist entscheidend klar, wenn man die physiologische Bedeu- 
tung jedes Ferments in Betracht zieht. Sulfatase nimmt, soweit 
man weis, ausschlieslich an der Kntgiftung der in die Blutbahn 
eingefiihrten aromatischen OH-Verbindung teil, wahrend die Phos- 
phatase eine bedeutende Rolle bei dem Auf- und Abbau des Kohlen- 
hydrats und Fettkorpers spielt. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


I. Substrate. 
1) p-Nitrophenolschwefelsaures Kalium war jenes Praparat, 
das in voriger Mitteilung angegeben wurde. 


2) Natr. Glycerophosphat (Merck) wurde umkrystallisiert. 
Ks enthielt 5 Molekiile Krystallwasser. 


II. Fermentlésungen. 


1) Takaferment: 5% Takadiastaselésung wurde 1 Tag in 
einem Kollodiumsack dialysiert. 


2) Glycerin- oder Rohrzuckerextrakt der Leber wurde derart 
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hergestellt, das der fein zermahlenen Leber 2 faches Volumen 
Glycerin oder 2.5 faches Volumen 10% Rohrzuckerlésung zugesetzt 
und nach eintagigem Stehen im Hisschrank zentrifugiert wurde. 

Der Glycerinextrakt der Seeohrleber war zu stark wirksam, 
daher mit wasserhaltigem Glycerin (Glycerin 2: Wasser 1) 3 fach 
verditnnt. 

3) Der mit rotem Eisenhydroxydgel behandelte Glycerin- 
extrakt wurde nach Morimoto (1987) bereitet. Das Behandeln 
des Glyserinextrakts mit Calciumearbonat ete. wurde in folgender 
Weise ausgefiihrt. Einem Volumen Glycerinextrakt wurde 1/10 
Gewicht Calcium, Barium oder Magnesium Carbonicum zugesetzt, 
das Gemisch nach einstiindigem Schiitteln bei Zimmertemperatur 
zentrifugiert und der Abguss als Ferment benutzt. 


Ill. Pufferlosung. 


1) M/10 Glykokoll-HCl und M/10 Glykokoll-NaOH. 
2) M/2 Essigsdure-Acetat. 
3) M/10 Phosphat. 


IV. Versuchsanordnung. 


Zusammensetzung der Versuchslosungen war, falls nichts be- 
sonders angegeben, folgende: 


M/1000 p-Nitrophenolsulfat 10.0 eem 
Puffer py ae 
Fermentlosung PAs a 
Wasser BOE 55 


Pu der Versuchslésungen wurde elektrisch oder mittels In- 
dikatorpapiers bestimmt. Versuchstemperatur 37°. Als Anti- 
septicum wurde ein Kérnchen Thymol zugesetzt. Bestimmung des 
gespaltenen p-Nitrophenols wurde nach Morimoto ausgefthrt. 
Die Cuvette, die bei Kolorimetrie des freien p-Nitrophenols auf 
das Okular gelegt wird, habe ich aus Objektglas fiir Mikroskopie 
konstruiert und mit Berlinerblaulésung gefiillt, welche durch 
Mischen von 3.0 cem M/500 Kaliumferrocyanid und 3.2 cem M/500 
Ferrichlorid bereitet wurde. Die Berlinerblaulosung bleibt un- 
gefihr einen Monat brauchbar. Fiir Kolorimetrie von sehr ver- 
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diinntem p-Nitrophenol war die 2 fach verdiinnte Berlinerblau- 
lésung vorteilhaft. Phosphorbestimmung nach Fiske und 
Sabbarow. Die gemessene anorganische Phosphorsaure wurde 
fiir l1eem Versuchslosung berechnet, als P in mg angegeben. 


1. Versuche mit Glycerinextrakt der Kaninchenleber. 


A. Bestimmung der PH-Optimum mit a) dem unbehandelten und 
b) dem mit Hisenhydroxyd behandelten Glycerinextrakt. 


a b 
128i 19 Stdn. 43 Stdn. 19 Stdn. 43 Stdn. 
ad 10.7% 14.9% 12.9% 16.4% 
6.1 38.1 » 38.2 » 56.8 » 60.0 » 
‘eal 24.4 » 31.8 » 43.4 » 46.3 » 


B. Wirkung des mit Eisenhydroxyd, Magnesium-, Barium- oder 
Calcium-Carbonicum behandelten Glycerinextrakts. 


Hisen- 
PH 6.1 Kontrolle dees Mag. Carb. | Bar. Carb. | Cale. Carb. 
21 Stdn. 38.1% — 56.8% 18.7% 63.3% 78.1% 
48» 38.2 » 60.0 » 19.1 » 68.5 » 80.6 » 


C. Glycerinextrakt der blutfrei ausgewaschen Leber. 
a) ohne Behandeln, 
b) nach Behandeln mit Calciumearbonicum. 


a ab 
PH 6.0 19 Stdn. 23 Stdn. 
% 33.8 50.0 


2. Optimum-Bestimmung mit dialysiertem Rohrzuckerextrakt 
der Kaninchenleber. 


PH 2.0] 2.8} 3.8 5.0 5.8 6.1 6.6 6.9 8.0 8.9 


22 Stdn. | 0 | 0 | Spur] 9.7%} 9.9%| 19.0%] 13.6% 13.9% | 7.1% | 4.9% 
46 » 0 | O | Spur |} 14.3 » 14.5» | 22.7 » TS. Sree Oe 2a) (Os3 99 Pai 


Uber die Sulfatase. 127 


3. Versuch mit Glycerinextrakt der Seeohrieber. 


PH 2.2 3.0 4.0 5.1 6.1 7.0 7.8 8.8 


1Stde.} 16.6% | 43.1% | 71.5% | 83.4% | 43.8% | 26.0% 9.3% 9.9% 
3 Stdn.j 25.0% | 71.4 | 86.2 | 93.4 | 71.4 | 35.1 |} 10.4 | 12.0» 
24» AT.6>2 «| 88 A> |) 94.02 | 98-027) 91-02 | 86.759 | 14.3% |. 17.3% 


4, Versuch mit Wasserextrakt der Seeohrleber. 


PH 2.0 | 20°, £0 1e46 | 4S) OO ess (oes THM 76 


2 Stdn. 6.7% | 12.8%) 31.87%| 56.8%) 66.6%] 77.0%] 77.0%) 74.6%] 4.8% | Spur 


Der mit M/100 Glycerophosphat statt. M/1000 p-Nitrophenol- 
sulfats ausgefiihrte Versuch ergab die folgende schwache Hydro- 
lyse. 


PH 2.2 3.1 4.0 5.1 NGS 


24 Stdn. Spur 2.5% 24% 2.3% Spur 


5. Adsorption der Takasulfatase an Kaolin. 


Allgemeine Versuchsordnung war folgende. 


5% Takadiastaselésung (nicht dialyisert) 5.0 cem 


Puffer 20's 
Wasser Bors 
Kaolin SA 


Dieses Gemisch wurde 1 Stunde im Thermostat von 37° ge- 
stellt, bisweilen geschiittelt und zentrifugiert. 5 cem iiberstehender 
Lésung wurde M/2 Essigsiure oder Acetat zugesetzt, um Pu dieser 
Losung zu 4.6 zu bringen. Dann wurde dieses Gemisch mit Wasser 
zu 7.5 cem gebracht, so dass die urspriingliche Takafermentlosung 

*3 fach verdiinnt wurde. 6.0cem dieser Lisung habe ich als 
Fermentlosung zum Versuche gebraucht. 
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1 2 3 4 i) 
5% Takadiastase 5.0 eem 5.0 ecm 5.0 eem 5.0 ccm 5.0 cem 

& | M/2 Essigsiiure 2.0» 1.6 » 0.6» 0.1 » 

5, | M/2 Natr. Acetat 0.4 » 14 » 1.9 » 2.0 » 

S | Wasser 8.0.9 || BOgrt la 3.0. lcd Ola mil Cues 

Ss Kaolin lg lg lg leg ibe 
PH 4.0 4.4 5.3 6.3 6.8 
Adsorptions- as 

restlosung 5.0cem | 5.0cem | 5.0cem | 5.0cem | 5.0 cem 
M/2 Essigsiiure 0.4 » 0.9 » LOF:2 
M/2 Natr. Acetat| 1.0 » 0.6 » : 
Wasser pom? 1.9 » asl) 223 1.6 » 1.5 
Gesamte Menge Tee 7.5 9» 7.5 9 7.5 1a» 
on 

q 

“2 | Fermentlosung 6.0 » 6.0 » 6.0 » 6.0 » 6.0 » 

5 | M/1000 p-Nitro- 

ol phenolsulfat LOOoxsen W110 0cee 610.008 SOO ee nauk OOns 
M/2 Essigsiure 2.0 » 2.0 » 20 2.0 » 2.0 » 
M/2 Natr. Acetat| 2.0 » 2.0 » 2.0 » 2.0 » 2.0 » 
PH 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 
1 Stde. % 0 6.2 20.6 30.3 32.8 
3 Stdn. % 6.3 10.4 59.6 81.9 84.0 
6. Trennung der Takasulfatase von der Phosphomonoesterase. 
Die gebrauchte Takadiastase bewirkte die folgende Phos- 

phatasewirkung. 

100 cem 5% ‘Takadiastaseldsung wurde gegen destilliertes 


Wasser bis zur Freiheit von anorganischem Phosphor dialysiert 
und auf 150 ccm verdiinnt, daher 3.0 cem dieser Lésung 2.0 eem 
5% Takalosung entsprachen. Phosphatasewirkung der dialysierten 
Fermentlosung war wie folgt. 


M/100 Natr. Glycerophosphat 10.0 cem 
Puffer BAD «55 
Ferment SOLO 
Wasser 2 Olen 
PH 5.2 | P in mg | %o 

1 Stde. 0.0931 60.0 
3 Stdn. 


0.1519 
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Reinigung der Takasulfatase wurde in folgender Weise aus- 
gefiihrt. 


5% Takadiastaselésung 25.0 ecm 
M/2 Essigsiure LOLO Ss 
Wasser 0s 
Kaolin one 


Dieses Gemisch wurde 1 Stunde im Thermostat von 37° ge- 
stellt, bisweilen geschiittelt und zentrifugiert. Das Kaolinadsorbat 
wurde mit 50ccm Wasser gewaschen, danach mit 50cem M/10 
NasHPO, versetzt, 1 Stunde im Thermostat von 37° bisweilen 
geschittelt und zentrifugiert. Das Eluat wurde 2 Tage dialysiert 
und mit Wasser auf 52.5ceem gebracht. 5.0cem dieser Losung 
wurden bei jedem Versuch als Fermentlosung gebraucht, da die 
urspriingliche 5% Takafermentlosung nach Adsorption, Elution 
und Dialyse 2.5 fach verdtinnt wurde. 


M/1000 p-Nitrophenolsulfat 
od. M/100 Natr. Glycerophosphat 10.0 ccm 


Puffer Og 
Ferment en) es 
Sulfatasewirkung Phosphatasewirkung 
bei Pw 5.2 bei Pu 5.2 s 
p-Nitrophenol % P in mg % 
1 Stde. 20.0 0.0026 a Py 
3 Stdn. 50.0 0.0034 22 
24. » 0.0067 4.3 


7. Der Adsorptionsversuch an Kaolin bei Ph 6.8, wie ber dem 
Versuch V; angegeben, wurde in grésserem Masstab aus- 
gefiihrt. 

Die Adsorptionsrestlésung wurde 4 Tage dialysiert. 

35.0 cem 5% Takadiastase wurden dadurech zu 94 ccm verdunnt. 


M/1000 p-Nitrophenolsulfat 10.0 cem 
Puffer A ee 
Ferment Ds 


Wasser ; 0:6 + 5 
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PH 23| 3.4 4.0 5.2 | 6.0 6.9 | 7.8 8.7 


1 Stde. 0 6.1% | 11.9% | 29.0% 
3 Stdn. 0 | 12.3 | 26.8 | 74.6 


18.5% | 17.8% 
45.5 | 39.2» 


12.3% 8.0% 
25.0» | 15.4% 


8. Einfluss der Elektrolyte auf die Takasulfatasewirkung. 


M/1000 p-Nitrophenolsulfat 10.0 eem 
Puffer 0) My 
Ferment PAW ch 
Wasser od. Salzlosung BHO! py: 
PH 5,0 1 Stde. 3 Stdn. 
Kontrolle 
% 25.0 66.7 
. Konz. |0.2M/0.1M| 0.05 M | 0.025 M | 0.0125 M| 0.00125 M |0.000625 M 
Pu 5.2 | 5.2 5.1 5.0 5.0 5.0 5.0 
NaF |i gtde.%!| 0 | 3.8 6.1 9.5 12.3 21.3 23.2 
38tdn.%| 0 | 5.9 | 128 | 21.8 2 54.9 58.8 
Konz. 0.2M 01M 0.02 M 0.002 M 
Pu 5.1 5.0 5.0 
NazG20x 1 Stde. % 8.5 17.4 22.9 
3 Stdn. % 93.1 51.0 64.1 
PH 52 5.1 5. 5.0 
Na,SOx | 1 Stde. % 14,1 18.2 21.5 25.9 
3 Stdn. % 40.0 48,1 58.8 64.1 
PH 5.1 5.1 5.0 5.0 
BaCl, 1 Stde. % 27.2 25.9 26.7 27.8 
3 Stdn. % 65.4 62.9 62.3 69.0 
PH 5.1 5.1 5.0 5.0 
MgCl, 1 Stde. % 32.5 31.3 30.7 29,8 - 
3 Stdn. % 73.0 68.0 69.0 66.7 
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9. Einfluss der Elektrolyte auf die Sulfatasewirkung der 


Seeohrleber. 
M/1000 p-Nitrophenolsulfat 10.0 cem 

Puffer SAU es 

Ferment OI 

Wasser od. Salzlosung a0 

Pu 5.1 | 1 Stde. | 3 Stdn. 
Kontrolle } 
| %o | 59.6 | 88.5 
Konz. |0.2M | 0.1M| 0.05 M | 0.025 M (0.0125 M| 0.00125 M|0.000625 M 
Pu 5.2 | 5.1 5.1 5.0 5.0 5.0 5.0 
Nal) aetae. 9 | 0 0 0 Spur 6.5 |» 19.4 26.7 
3Stdan.%| 0 Oe a 59 | 95 37.9 52.7 
Konz. 0.2 M 0.1M 0.02M | 0.002M 
Pu 5.1 5.0 5.0 5.0 
NasSOx 1 Stde. % 0 Spur 17.2 45.0 
3 Stdn. % 9.8 15.6 | 308 72.5 
PH 5.2 5.1 5.0 5.0 
NasG20. F 1 Stde. % 8.9 12.3 29.9 58.8 
3 Stdn. % 22.9 29.4 63.3 84.6 
Pu 5.1 5.0 5.0 5.0 
BaCl, 1 Stde. % 86.2 87.7 82.0 72.5 
3 Stdn. % 90.8 90.1 85.5 76.9 
z ( HE x 
PH 5.1 5.1 5.0 5.0 
MgCle 1 Stde. % 83.4 80.6 76.9 70.4 
3 Stdn. % 93.5 92.6 90.8 90.2 
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UBER DAS VORKOMMEN DER CHOLSAURE 
IN DER KANINCHENGALLE. 


VON 


NOBUYASU ISHINO. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der “Nippon” Medizin- 
Hochschule, Tokio. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Eingegangen am 19. April 1938) 


Die Cholsdure ist eine Art Gallensdure, die sich am meisten 
in der Galle verschiedener Tiere findet. Nachdem die Isolierung 
zahireicher Gallenséiurearten aus der Galle der verschiedensten 
Tiere gelungen ist, betrachtet man es heute als héchst wahrschein- 
lich, dass die Cholsiure eine universale und fundamentale Gallen- 
sdure ist. Ist der Cholsduregehalt einer Galle gegentiber den 
anderen Gallensauren zu klein, so kann er vielleicht manchmal 
ubersehen werden. In solchen Fallen wird sich das Vorkommen 
der Cholséure erst nach vorsichtiger Untersuchung nachweisen 
lassen. So hat man aus Hiihnergalle (Yamasaki, 1933) und 
aus Mugilgalle (Miyazi und Kimura, 1987), deren Cholsaure- 
gehalt friiher bezweifelt wurde, diese doch endlich isoheren konnen. 

Die Hinweise des Schrifttums, nach denen Cholsiure in der 
Kaninchengalle aufgefunden wurde, sttitzcn sich nur auf die alte 
Angabe von 8S. Okamura und T. Okamura (1930), dass sie aus 
Blasengalle des Kaninchens nur Desoxycholsiure, merkwiirdiger- 
weise aber aus Fistelgalle nur Cholsaiure isolieren konnten. Sonst 
ist eine Isolierung der Cholséure in reiner Form bisher noch nicht 
erfolgt, wie die Angaben von Sekitoo(1931), 8S. Okamura(1932), 
Fukase und Fujiwara (1932), Shibuya und Tanaka (1933, 
auch aus Fistelgalle), und Kishi (1936) dartun. Das ist aber 
notwendig geworden, nachdem gezeigt werden konnte, dass der 
kolorimetrisch quantitativ ermittelte Cholsiurewert in der Kanin- 
chengalle mit einer Farbreaktion, die man als fiir Cholsaure spezi- 
fisch betrachtet, (wie die Reaktion von Gregory und Pascoe, 
1929, sowie die von Abe, 1937, oder Ohyama, 1938), viel grosser 
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ist, als man bisher erwarten konnte. 

Um nachzuweisen, dass die genannte Farbreaktion gebende 
Substanz in der Kaninchengalle nichts anderes ist als Cholsaure, 
habe ich mich mit der Isolierung der Cholsiure aus Kaninchengalle 
beschiiftigt, und konnte wie erwartet eine kleine Menge Cholsaure 
in reiner Form isolieren. Die Isolierung von kleinen Mengen 
Cholsiiure neben grossen Mengen Desoxycholséure in der Galle 
eelingt nur in unvollkommener Weise. Auch die quantitative 
Erfassung der Cholsiure aus Kaninchengalle war bei meinem 
Versuch nicht moglich. 


EXPERIMENTELLER TEIU. 


2500 cem Kaninchengalle, gesammelt aus 1500 Tieren 10-12 
Stunden nach der Abtétung, wurden mit 5-fachem Volumen 
Alkohol auf dem Wasserbade erwarmt, von den Muzinen abfiltriert, 
und nach Abdestillieren des Alkohols mit Kallauge (10%) 6 
Stunden bei 120°C hydrolysiert.: Das Hydrolysat (3000 ecm) 
wurde zuniichst unter 1500 cem Ather mit Salzsiure bis kongosauer 
versetzt und gut durchgeschiittelt; So wurden die Gallensauren 
in 2 Teile, einen in Ather aufgenommenen und einen in der 
Zwischenschicht beider Fliissigkeiten ausgeschiedenen Anteil ge- 
trennt. Da diese beiden Anteile von Gallenséuren eine gleichstarke 
Lavulose-HCl-Reaktion zeigten, wurden sie beide in ihre Ba-Salze 
ubergeftihrt und wieder in 2, im Wasser losliche bezw. unldsliche 
Fraktionen geteilt. Die Farbreaktion war nun bei dem im Wasser 
ldshchen Ba-Salze bedeutend starker als bei dem anderen. Aus 
dem im Wasser schwer léslichen Ba-Salze wurden die Gallensiuren 
in Freiheit gesetzt. Diese wurden wieder in ihre Ba-Salze iiber- 
gefiihrt, und in 2 Fraktionen geteilt, wie oben. Diese Operation 
wurde noch einige Male wiederholt, und so wurden die im Wasser 
loslichen Ba-Salz-Fraktionen gesammelt. Die aus diesen Fraktionen 
gewonnene Saure wurde zunachst mit wenig Methanol digeriert 
und uber Nacht stehen gelassen. Die nun krystallinisch erhaltene 
Saure wurde scharf abgesaugt und mit kaltem Methanol nach- 
gespult. Sie wurde nun wiederholt aus Methanol, Essigester und 
Athylalkohol mit Miihe fraktioniert umkrystallisiert. Aus der 
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ersten Methanol-Mutterlauge liess sich auch noch ein wenig kry- 
stallinische Masse erhalten. So wurden im Ganzen ca. 0,63 g¢ von 
Lavulose-HCl- und Mylius-Reaktion-gebender Rohsiure erhalten. 
Diese Fraktionen ergaben, 0,28¢ von Fp. 192-198°C, 02g von 
Fp. unscharf gegen 140°C, und 0,16 g von ea. 120°C. Nach wieder- 
holtem Reinigen dieser Substanzen wurde die Siure von Fp. 198°C 
mit einer endgiiltigen Ausbeute von 0,4g¢ gewonnen. Diese Siure 
von Fp. 198°C zeigt eine positive Liavulose-HCl-, Gregory- 
Pascoe-, sowie Mylius-Reaktion. Liebermann- Reaktion 
dunkelrot. Keine Depression mit reiner Cholsiure. Der Methyl- 
ester der Sdure schmolz bei 153°C und zeigte keine Depression mit 
reinem Cholsaure-Methylester. 


Analyse: 


3,033 mg und 3,108 mg Subst., 7,817 mg und 8,015 mg COs, 
2,610 mg und 2,640 mg H:;0O. 
Berechnet fiir Co:H100;s (408) C 70,54 H 9,87 
Gefunden € 70,29 H 9,63 
OS 70.880 5.2 OSG0: 

Die aus dieser Saure durch CrO3-Oxydation erhaltene Dehydro- 
sdure schmolz bei 286°C und zeigte keine Depression mit reiner 
Dehydrocholsaure. Alle Higenschaften stimmen mit denen der be- 
kannten Dehydrocholsdure gut tberein. 


Analyse: 
3,145 mg Subst., 8,240 mg COs und 2,390 mg H20. 
Berechnet fiir CosH2s105 (402) C 71,59 H 8,02. 
Gefunden © 71,46 .H 350. 
Die bei meinem Versuch gewonnene Desoxycholsauremenge 
betrug in rohem Zustand ca. 80g. Diese Rohsiure enthielt noch 
eine mit Livulose-HCl-Reaktion nachweisbare Menge Cholsaure. 


NACHTRAG. 


Ein dhnlicher Versuch wurde mit einem Roh-Desoxycholsaure- 
gemisch aus Kaninchengalle ausgefiihrt, die uns von Herrn Dr. 
S Kishi im Krebsforschungsinstitut zu Tokyo freundlicher Weise 
iiberlassen wurde. Wir sind Herrn Dr. Kishi dafiir zu herzlich- 
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stem Dank verpflichtet. Auch durch diesen Versuch wurde das 
Vorkommen der Cholsaure durch Isolierung reiner Saure nach- 
gewilesen. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 
XXXV. Chondrosin. 


By 


HAJIME MASAMUNE anp HUMIO HISAMURA. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo.) 


(Received for publication, April 21, 1938) 


That chondrosin is a disaccharide made of chondrosamine and 
glucuronic acid appeared to have been perfectly ascertained by the 
work of Levene and his collaborators, while later Sawjalow and 
Milowanow put forward a widely different view that it is a 
lutidinecarboxylic acid ester of chitose. The latter authors, how- 
ever, heated its solution with Ba(OH)». or subjected chondroitin- 
sulfuric acid to dry distillation with CaO. These operations may 
have derived the compounds by disintegration. As a means to 
check this possibility we adapted quantitative estimation of the 
sugar components direct to chondrosinethylester hydrochloride 
which is readily obtained in a pure crystalline form. The analytical 
data entirely substantiated Levene’s assertion. 


EXPERIMENTAL. 


Chondroitinsulfurie acid salt was prepared by the Jorpes 
method from cartilage of whale nasal septum and chondrosinethyl- 
ester hydrochloride was prepared in turn from it according to 
Hebting. After drying constant in vacuo over P20; at room tem- 
perature, the substance gave the following elemental-analytical 


values. 
C and H, by the Pregl] method 
3.220 mg substance: 4630 mg COz; 1.873 mg H2O 
N, by the micro-Kjeldahl method 
8.44 mg substance: 0.2786 mg N(3.3%) 
CuHissNOnCl found: — © 39:2 ; H- 650; WN 3.3 % 
cale. 2 © 40.02%) Hi 6.245 *N 3.35% 
(Hebting’s figures: C 39.92; H 6.64; N 3.34) 
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[a]? in water was, at the 10th minute after dissolution, 


+ 44° 21 and, at equilibrium (from 5th to 48th hour), +49°.02. 


Calculations: 
at the 10th minute, 
+ 0.36 X 3.0089 


23 ° 
= 2 1 44°21 
lal >= 9 0p46x 0.996 x1 
at equilibrium, 
+ 0.40 x 3.0089 
[a] B= - +49°.02 


0.0246 X0.996x1 


According to Hebting, [a]p was +34°.8. But the author 
eave no information as to the time of measurement which elapsed 
after dissolution of the substance. 

The writer’s specimen was thus demonstrated to be reliably 
authentic. Its solution of any concentration produced by the 
Molisch reagents the green colouration characteristic of free and 
ordinary conjugated uronic acids. 

The following tables show the details of estimation of its 
components. 


Chondrosamine, by the Masamune-Nagazumi method. 


Chondrosami 
Substance taken Substance adapted easter 
for HCl-treatment to colorimetry — 
mg mg sa % 
19.0 3.04 1.36 44,7 
59.6 4.768 2.06 43,1 
mean: 43:9 


Glucuronic acid. 
i) By the furfural method (Tanabe). 


7.60 mg. substance: 0.44 mg. furfural [3.08 mg.(40.52%) glucuronic acid]. 
8.09 mg. substance: 0.48 mg. furfural [3.36 mg.(41.53%) glucuronic acid]. 
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1) By colorimetry. 


| : Gluecuronie acid* 
Cone. in the | 


Reaction | solution 


% Cone. in the sol.| % of the 

% substance 
Indole (Dische) 0.0955 0.04250 44.5 
Orcinol (Tillmans-Philippi-Ozaki) 0.0477 | 0.022 46.1 
| average: 45.3 


* The calculation was made from a curve plotted from figures which was 
obtained with a specimen purer than the one used in a previous work (XXIX 
Paper of this series, by Hisamura). 


The value of the aminosugar and the colorimetrical of 
glucuronic acid coincided fairly well with the calculated on the 
basis of Levene and La Forge’s view, i.e. 42.7 and 46.2% respec- 
tively. The production of furfural was appreciably less but it was 
probably due to the very firm linkage of the uronic acid with 
chondrosamine as Tanabe suggested. 

In conclusion, Levene’s opinion on chondrosin was perfectly 
confirmed from a qualitative as well as a quantitative viewpoint 
regarding sugar constituents. 


Reduction power. 


The reducing force on ferricyanide was estimated for serving 
the study of chondroitinsulfurie acid, an account of which will be 
furnished in a following communication. It was as powerful as 
60.6% of glucose of an equal weight. In this experiment 0.4022, 
0.4232 and 0.6681 mg of the substance were taken. No increase of 
reducing force was detected, when the substance was heated with 
In. H2SOx, solution in a sealed tube for 8 hours prior to the reduc- 


tion assay. 


The Foundation for the Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan gave a grant towards the cost of this research 
which is gratefully acknowledged by the authors. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


XXXVI. A Critique on Preparation Methods of Chondroitin- 
sulfuric Acid from the Viewpoint of the 
Molisch Reaction. 


By 


HUMIO HISAMURA. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, April 21, 1938) 


The green colour produced by uronic acids by means of 
Molisch reagents becomes obscure by the co-presence of even a 
small quantity of an ordinary sugar and its place is taken by a 
violet colour which is characteristic of the latter kind of compound. 
The distinct green colour is developed not only by ordinary con- 
jugated glucuronie acid, such as borneol- and naphtholglucuronic 
acid, but also by chondrosin as was cited in the foregoing paper 
of this series. Recently Suzuki of this laboratory succeeded in 
preparing musoitin and mucin from umbilical cords which gave 
similarly bright green coloration by this test. The purity of a 
preparation of chondroitinsulfuric acid may be, therefore, assumed, 
only when it behaves similarly with respect to the reaction as does 
pure chondroisin, provided that Levene’s assertion on the com- 
position of this itinsulfurie acid is accepted. 

So taking the green coloration as a criterion of purity, the 
writer examined preparations of the polysaccharide obtained by 
the methods of Jorpes and Meyer and Smyth, which are re- 
garded at present as the most elaborated ones and are based on 
different principles. In Table I are listed together their analytical 
figures (Specimen I: those obtained by the former method; Speci- 
men II: those by the latter method). Preparation was accom- 
plished by repetition of the respective procedures so that they 
might be as pure as posible, but still both of them gave violet 
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coloration by the Molisch test. Regarding the analytical figures, 
the specimens were alike in the mutual equivalent relationships of 
the components except the presence in appreciable excess of sul- 
fate-S in Specimen I, probably due to the contamination of com- 
mercial kaolin employed for preparation. To begin with, however, 
the values of glucuronic acid exceeded the equivalent of chondros- 
amine, whereas, in the preceding investigation, the furfural yield 
from chondrosin, and accordingly the glucuronic acid computed 
therefrom, were much less than that calculated. This fact is 
suggestive of the existence of some furfural-producing substance 
in addition to the sugar constituents of chondrosin. Secondly, the 
colorimetric values obtained by means of indole and expressed as 
glucuronic acid coincided fairly well with those by the orcinol 
reaction in each specimen, while they were, none the less, extremely 
larger than the corresponding equivalent of chondrosamine. 
Thirdly, when assumed that chondrosin is the sole reducing sugar 
set free by acid hydrolysis and the whole chondrosamine involved 
takes part in the formation of this disaccharide, the specimens were 
after the cleavage, to reduce ferricyanide 39.5 (=60.6 X 0.278 
xX 419.5/179*) and 42.5 per cent us powerfully as glucose. The 
actual values, however, amounted so much as 47.3 and 50.7%. 
From what was observed by the Molisch test, all these surplusses 
are presumably attributed to an ordinary sugar or sugars involved. 

The original procedures of Levene and La Forge were 
furthermore.resorted to for preparation of the polysaccharide in 
the forms of free acid and of barium salt, but no divergency was 
recognized as concerns the sequel of the test. 

The stubborn adherence of the substance gave the writer the 
impression that it was a constituent’ and not a contamination until 
a preparation (Specimen IIT) was finally obtained by shaking the 
solution of Specimen I in water with amylaleohol-chloroform mix- 
ture, followed by treatment with BaCO3. Although it was not yet 
entirely free from ordinary sugars, as judged from the Molisch 
test, and the orinol and indole reactions, the reducing force (42.0% 


* Refer calculation to the paper by Masamune and Hisamura. 
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of glucose) was not far from the value (40.5%) corresponding to 
the chondrosin content calculated under the same assumption as 
above and this has led the writer to agree with the maintenance 
by Levene. In order to exclude the possibility that the sulfate 
radicle linked might play a réle in the violet coloration, Specimen I 
was dissolved in 1n. hydrochloric acid (in concentration of 1%) 
and heated for 10 hours, as was proposed by Suzuki for the 
quantitive liberation of the sulfate radicle. The result of the 
test on the solution which had been cooled and passed with ether 
was not altered thereby. In conclusion, Levene’s view was ap- 
proved that chondroitinsulfurie acid is only a polymer of 
chondrosin with no additional sugar, but none of the preparation 
methods heretofore conceived was believed to be satisfactory to 
isolate the substance in a pure state. 

Just as then experiments were ready for the press, the publica- 
tion of Firth and Bruno was received, which recommends the 
use of phosphotungstic acid in order to eliminate protein from 
the polysaccharide. Specimen I was thus re-purified by using this 
deproteinizing agent. The reducing impurity was partly removed, 
but the violet-colour-producing substance was still found to be 


present. 


EXPERIMENTAL, 
Preparation of chondroitinsulfurie acid. 


A cartilage of whale nasal septum was freed from connective 
tissues and blood vessels, shredded and dried with alcohol. From 
this material Specimen I was obtained according to the method of 
Jorpes and Specimen IT, according to that of Meyer and Smyth, 
each by repeating the respective procedures and dried constant 
in vacuo over P20;. Specimen III was prepared by purifying 
Specimen I in the following manner. 

300 mg of the material were dissolved in 15 ec. of water, shaken 
with 3 ce. of chloroform and 1 ce. of amyl alcohol for 15 hours and 
centrifuged. To the clear supernatant liquor was added 10 parts 
of glacial acetic acid and the deposit was washed thoroughly with 
alcohol. The procedures were repeated again after taking up the 
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dried powder in 15 ce. of water. The yield amounted to 250 mg. 
The substance obtained was then placed in 100 cc. of water and 
the solution was concentrated with 5 gm. of barium carbonate, after 
addition of 1 gm. of barium acetate, on a water bath. Water was 
added from time to time. The operation was continued for 2 days. 
The mixture was centrifuged and the supernatant liquid was 
allowed to stand on a hot water bath until the volume was reduced 
to about 20 ce. The resulting material was centrifuged again and 
the supernatant liquid was placed for 1 day in an ice chest. 
Barium acetate which erystallized out was centrifuged off and the 
solution was precipitated by means of 5 parts of glacial acetic 
acid. The material was washed first with glacial acetic acid, then 
with aleohol, and finally with ether and dried in vacuo over P:O;. 
Yield 90 mg. 
The preparations gave the following analysis: 


Nitrogen. 
By the micro-Kjeldahl method. 
Substanee taken for N 
analysis 

mg | meg % 
Specimen I 9.03 0.24 2.65¢ 
Specimen IT 4.70 0.14 2.98* 
Specimen IIT 1.18 0.027 2.29 


+ Reprecipitation with glacial acetic acid had no effect in reducing nitrogen. 

* Meyer and Smyth: 2.91-2.98%. Nitrogen of the present specimen 
was scarcely reduced neither by redissolution in water with the following 
addition of acetic acid up to 1.2% and reprecipitation with alcohol, nor by 
treatment with kaolin. 


Ash. 
S.t-f.a. aoa 
sa mg J 
Specimen I 429.51 93.65 21.80 
Specimen IT 28.0 255, 8.93* 


* Meyer and Smyth: 7.58-12.64%, 
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Reduction after hydrolysis. 


Specimen *I, After the hydrolysis of a weighed amount of the substance 
(33.01-298.6 mg) with 30 cc. of 1n. HoSO; in a sealed tube by heating in a 
boiling bath (3-9 hours), an aliquot portion was taken for estimating the 
reducing force on ferricyanide. With respect to this force, the substance cor- 
responded to 47.3% of glucose. 

Specimen II and III. 15.9 mg of the former and 8.10 mg of the latter 
were hydrolysed by heating respectively with 15 cc. and 10 cc. of sulfuric acid 
of 1 normality at 100° for 4 hours. The substances taken for reduction assay 
were 1.06 and 0.810 mg. The reducing forces were equal to those of 0.5375 and 
0.3383 mg of glucose; namely, the specimens were 50.7 and 42.0% as powerful 
as glucose. 


Chondrosanune. 


By the Masamune and Nagazumi method. 


S.t.f. HCl- S.t.f. colori- Chondrosamine 
treatment metry 
mg mg mg | Jo 
Specimen I 27,6 | 3.312 | 0.92 27.8 
Specimen II 35.36 | 5.658 1.69 29,9* 
Specimen III | 34.50 5.52 : 1.675 28.5 
* Meyer and Smyth: 27.9-30.4%. 
Acetyl. 
By Suzuki's modification of the FriedrichRepoport-Sternberg 
method. 
S.t.f.a. vices 
my mg | Yo 
Specimen I 15.50 1.08 6.96 
Specimen IT 10.81 | 0.82 7.61* 
* Meyer and Smyth: 7.73-8.06%. 
Sulfate-S. 


(Hydrolysis was proceeded by heating in a sealed tube at 100°C 
with In. HCl for 10 hours). 


Sulfate-S 
S.t.f.a. BaS0, | 
we mg Jo 
Specimen I 112.62 50.24 6.903 6.13 
Specimen II 34.2 12.72 | 1.748 Salis 


* Meyer and Smyth: 5.6-5.7%. 
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Glucuronie acid. 


By the furfural method of Tanabe. 


Gluecuronie acid 


S.t.f.a. Furfural yield 
= ae mg % 
Tos 0.77 5.39 35.15 
Specimen I  SE.BKe 
12.35 0.64 4.48 mean: 35.71 
4.54 0.26 1.82 40.08 
Specimen II 41.38 
7.95 0.47 3.29 mean: 40.73* 
Specimen III 9.0 0.4357 3.05 33.90 


* Meyer and Smyth by the COsmethod: 32.2-36.7%. 


Non-amino sugar. 


By the method of Dische and of Tillman-Philippi-Ozaki. 


Cone. of sol. 


Non-amino sugar eale, as 
glucuronie acid. 


Reaction . 

To Cone, in sol, Content in 
% substance 
% 

Indole 1.565 0.0710 45.4 
Specimen I Orcinol 0.7825 0.03825 48.9 
mean: 47,3 
Indole 1.567 0.0796 50.8 
Specimen II Orcinol 0.7835 0.0380 48.5 
mean: 49.7 
Indole 1.62 0.684 42.2 
Specimen III Orcinol 0.81 0.3125 38.6 


mean: 40.4 


The analytical data are collected together in Table I for con- 
venience of mutual comparison. 
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TABLE I. 
In equivalents 
Analysis In per cent} per equivalent 
weight 
Nitrogen 2.66 
Ash 21.80 
Sulfate-S 6.13 i) 2s 
Reducing force cale. as glucose 47.3 
Reecuied I Chondrosamine Tes 1.00 
Acetyl 6.96 1.04 
Glucuronie acid, by 
the furfural method: 35.71 1.18 
Non-amino sugar eale. 
as glucuronie acid 47.3 
Nitrogen 3.05 
| Ash 8.93 
| Sulfate-S d11 0.96 
Reducing force cale. as glucose 50.7 “ 
; Chondrosamine 29.9 1.00 
et A kaeiwl 7.61 1.06 
Glucuronie acid, by 
the furfural method: 40.73 1.26 
Non-amino sugar cale. 
as glucuronic¢ acid 49.7 
Nitrogen 2.29 1.03 
Reducing force calc. as glucose 42.0 
| Chondrosamine 28.5 1.00 
Specimen III | Glucuronic acid, by 
the furfural method: 33.9 1.00 
Non-amino sugar cale. 
as glucuronic acid 40.4 


Purification of Specimen I by means of phosphotungstic acid. 


The substance was taken up in 1% HCl, and a requisite volume 
of 20% phosphotungstic acid was added and centrifuged. The 
supernatant liquor was extracted thoroughly with amylalcohol- 
ether mixture (1:1). Chondroitinsulfurie acid was then deposited 
from the solution by means of aleohol, washed with alcohol and 
with ether and dried. 

The Foundation for the Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan gave a grant towards the cost of this research 
which is gratefully acknowledged by the author. 
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ZUR BESTIMMUNG DER CHOLSAURE. 


Il. Mitteilung:* 
2 - . 
Eine Verbesserung zur Methode von Gregory und Pasco e, 


Von 


TOSHIO SHIMADA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der “Nippon’’-Medizin- 
Hochschule, Tokio. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Eingegangen am 25, April 1938) 


Hine Methode, die die einzelnen Gallensiuren gesondert zu 
bestimmen befahigt, ist unter den zahlreichen Angaben tiber die 
Gallensiurebestimmung noch nicht anzutreffen. Die Pettenkofer’- 
sche Farbreaktion der Gallensdure mit H»SO, und Rohrzucker 
ist als empfindlichste Nachweis- und Bestimmungsreaktion zur 
Bestimmung derselben auf kolorimetrischem Wege in ausgedehntem 
Masse herangezogen worden. Diese Reaktion verlauft aber, wie 
bekannt, je nach den Gallensiurearten verschieden stark und mit 
verschiedenen Farbnuancen. MHierin liegt cine Beschrankung der 
Brauchbarkeit dieser Reaktion, sie bietet jedoch gleichzeitig eine 
Moglichkeit zur gesonderten Bestimmung einzelner Gallensduren. 
So z. B. mit der Anderung der Art und Konzentration der Saure, 
der Reaktionstemperatur, sowie der beigefiigten Aldehydarten (wie 
Furfurol, Vanillin oder Benzaldehyd) wurde die Empfindlichkeit 
und die Spezifitat der Reaktion veraindert. Unter zahlreichen 
Modifikationen der Reaktion haben sich aber nur wenige als 
wirklich spezifisch fiir bestimmte Gallensduren erwiesen. Heute 
sieht man die Reaktionen von Gregory und Pascoe (1929), von 
Abe(1937) sowie von Ohyama(1938) als fiir Cholsaure spezifisch 
und die Reaktion von Kaziro und Shimada(H2SO4-Benzaldehyd- 
Hisessig, 1938) als fiir Desoxycholsidure spezifisch an. (Siehe Tabelle 
I. vgl. auch die spektrographischen Studien von Shimada, 1938). 


I. Mitteilung: Ohyama, Jl. of Biochem., 27, 351 (1938). 
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Somit kénnen nur die auf der genannten Reaktion beruhenden 
Bestimmungsmethoden als zuverlissig betrachtet werden. 


TABELLE I, « 
R . a 3 x . - Oo gS a 
CS Salecs © 10 4 io 6 Yo ace 
Sais | SRS fa aS Ss SS CO 7: 
wee | daw gh dos Fa gle BF 
Reaktions- ces Ams tee Ags Be a a Z 
bedingungen S21 Toe || SAS Va, Vee He Sona 
SEA | SSI SES foe a ae ar aia 
Pa es rete dl tac ae Oe ya | aaa 
Hie Seco ae SS ey = HH 1.6 
Farbe blau rot rot rot karminrot grin 
Cholsiiure et eae ois ale ap ae ae ae Bs 
Glykocholsiure pote + = teal ae Sp ah Se - 
Desoxycholsaiure 2 = siete ++ = + + 
Hyodesoxychol- 
saure = = aS + = = 
Anthropodesoxy- = Laas ave pets 2c) = 
cholsiure (violett) 
B-Lagodesoxy- = = ae aa ai + 
cholsiure(Kishi) (violett) 
Lithocholsiure = = — =e = _ 
Cholesterin = = _ - _ = 
Palmitinsiure Sane a i = a2 FE 
Stearinsiure = = = ; = = = 
Oleinsiiure = ae nb + = —_ 
(gelbrot) 
Linolsiure =_ Bia ab ae + — as 
(») (rotgelb) 
Amylalkohol = — = ++ = = 


In der vorangegangenen Mitteilung hat Ohyama eine Bestim- 
mungsmethode der Cholsiure ausgearbeitet, die auf der spezifischen 
HCl-Lavulose-Reaktion beruht. Wie damals von ihm erwahnt 
wurde, kann die Reaktion schwer zur gewohnlichen Kolorimetrie 
oder Spektrophotometrie Anwendung finden, da die konz. HCl 
wegen des starken Rauches die Handhabung stort. In dieser 
Hinsicht ist die Reaktion von Gregory und Pascoe viel brauch- 
barer als diese. 

Die Gregory-Pascoe-Reaktion wurde ausser von ihnen auch 
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von Josephson(1935) und von Doubilet(1936) zu einer brauch- 
baren Methode ausgearbeitet. Die Reaktion hat jedoch den grossen 
Nachteil, dass sie sehr oft eine Triibung hervorruft, die die An- 
wendung der Methode erschwert. Ausserdem wird die Reinheit 
der Farbe bei der genannten Ausfiihrung von den gleichzeitig 
vorhandenen anderen Gallensiuren unter Umstinden stark beein- 
trachtigt, wenn z.B. der Desoxycholsauregehalt den Cholsiure- 
gehalt weit tiberschreitet, wie dies bei der Kaninchengalle der Fall 
ist. Um diese Nachteile zu itiberwinden empfahlen Gregory und 
Pascoe sowie Reinhold und Wilson (1932) ein bestimmtes 
Filter auszusuchen, und wollte Doubilet (1936) die Tribung 
durch Zusatz von Alkohol beseitigen. Die mit Alkohol vermischte 
Farblosung gibt tatsachlich eine reinere Farbe, vor allem ist die 
Losung vollkommen klar, wie Doubilet bemerkt hat. Leider 
bleibt aber die Farblosung dann nicht mehr stabil, worauf auch 
vom Verfasser besonders aufmerksam gemacht wurde. Bei der 
ganannten Ausfiihrungsweise ist eine genaue Auswertung des Chol- 
sdurewertes praktisch kaum moglich. Ausserdem wird die Farb- 
stirke durch Alkoholvermischung stark abgeschwacht. 

Ich habe nun bei der Ausfiihrung der Reaktion anstelle des 
Alkohols Hisessig genommen. Durch diese kleine Modifikation 
werden alle die obenerwahnten Nachteile der urspriinglichen Aus- 
fiihrung vollstiindig beseitigt. Die’ Farbreinheit wird nicht mehr 
durch andere Gallensiuren beeintrachtigt, die Empfindlichkeit 
bleibt erhalten, vollkommene Klarheit wird erreicht, und die 
Farbung bleibt dusserst stabil. Diese neu gewonnene Farblosung 
kann photometrisch sowie kolorimetrisch zur quantitativen Bestim- 
mung vollig befriedigend angewandt werden. So gestattet mein 
Verfahren, schon sehr kleine Cholsiuremengen von 0,15mg an 
quantitativ zu erfassen. 


MetHopiscHer TEIL. 


A. Uber die Farbentwicklung und die 
Reaktionsbedingungen. 


1) Die Triibung der Farblosung, die beim urspriinglichen 
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Verfahren zur Durechfiihrung dieser Reaktion unvermeidlich er- 
folet, bereitet der Ausgestultung einer auf dieser Reaktion beru- 
henden Bestimmungsmethode die grésste Schwierigkeit. Die 
Triibung soll nach Doubilet durch die beigemengte Desoxychol- 
siure verursacht werden. Um diese Schwierigkeit zu tberwinden 
wurde einmal von Doubilet vorgeschlagen, die Triibung der Farb- 
lésung durch Alkoholbeimischung zu beseitigen, was aber gleich- 
zeitig den grossen Nachteil bereitet, dass dadurch die Farbe nicht 
mehr stabil bleiben kann. Wenn man aber, wie hier berichtet 
wird, zur Auflosung der Triibung Hisessig statt Alkohol verwendet, 
so wird dieser Nachteil sofort beseitigt. Durch diese Behandlung 
indert sich weder die Farbintensitat noch die Farbeigenschaft der 
Reaktionslésung, was auch durch die spektroskopische Beobachtung 
bestatigt werden kann. 

2) Wie aus der Figur 1 ersichtlich ist, errreicht die Farbstarke 
der Reaktion nach 30 Minuten bei 65°C ihr Maximum und bleibt 
dann wahrend 2er Stunden unverdndert. Durch die Verkiirzung 
der Reaktionsdauer erhadlt man gewohnlich eine weniger getriibte 
Lésung; in diesem Falle bleibt aber die Farbentwicklung unvoll- 
kommen wie aus Figur 1 ersichtlich ist. So sind die Reaktions- 


Figur 1. 
(B) 
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bedingungen von Josephson, d.h. 20 Minuten bei 65°C un- 
geeignet, weil die Reaktion wahrend dieser Zeit noch nicht zu einer 
Farbstirke fortschreitet, welche eine konstante und stabile Farb- 
losung gewahrleistet. 

3) Auf die Farbentwicklung ist die zugesetzte Furfurolmenge 
auch von gewissem Einfluss, wie aus der gleichen Figur ersichtlich 
ist (Fig. 1). Bei quantitativen Bestimmungen muss also auch die 
Furfurollésung moéglichst genau abpipettiert werden. 

4) Als die geeignetsten. Reaktionsbedingungen sind zu 
empfehlen: 40 Minuten bei 65°C mit 0,5cem 1%iger Furfurol- 
losung und 5 cem H2SO, vom spez. Gew. 1,400 fiir 1 eem Na-Cholat- 
losung (0,35-1,4 mg Cholsaure). 

5) Die genannte Farbreaktion ist ausserst spezifisch fiir Chol- 
sdure, und wird deshalb bei der Bestimmung von Cholsdure keines- 
wees von Desoxycholsaure beeinflusst werden, was durch die Zusatz- 
versuche bestatigt wurde und aus Tabelle IT zu ersehen ist. 


TABELLE IT. 
Versuch mit Desoxycholsaure. 


; ; Zugesetztes : : 
Extinktion (e) | i : Extinktion (e) 
des Na-Glykocholats | at der Gemische 
(mg) | 
0,0383 1,00 | 0,0383 
0,0383 2,00 | 0,03883 
0,0383 10,00 | 0,0410 


it 


6) Fur die praktische Anwendung ist hier die Bestimmung 
mittels des Pulfrich-Photometers zu wahlen, da die Berechnung 
des Cholsauregehaltes durch die Verwendung von Hichkurven sehr 
erleichtert wird. In Laboratorien, die nicht iiber ein Pulfrich- 
Photometer verfiigen, kann auch ein Kolorimeter bentitzt werden, 
wenn eine Standardlosung von ahnlicher Konzentration zum Ver- 
gleich herangezogen wird. 

Ein besonderer Vorteil der hier mitgeteilten Methode liegt 
darin, dass der Farbstoff und die anderen Gallenbestandteile 
(ausser den Muzinen) nicht entfernt zu werden brauchen, da man 
wegen der grossen Empfindlichkeit dieser Reaktion meistens mit 
einer stark verdiinnten Gallenséurelésung arbeiten kann. 
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B. Bestimmungsmethode mittels Pulfrich-Photometer. 


Die typische Farbkurve der modifizierten Farblosung von 
Gregory und Pascoe ist in Fig. 2 wiedergegeben. Das Absorp- 
tionsmaximum liegt beim Filter Sg:1. Die Kurve A zeigt die beo- 
bachtete Lichtabsorption bei der Benutzung einer blauen Glas- 
scheibe am Lampenfenster, und die Kurve B die Absorption ohne 
Glasscheibe. Aus praktischen Griinden erhalt man mit dem Filter 
Ssz(anstatt Sei) in der Regel .bessere Resultate, weshalb dieses 
Filter fiir die genannten Bestimmungsverfahren sich vorzugsweise 
zur Bentitzung eignet. Es empfiehlt sich dabei die Beniitzung 
der blauen Scheibe vor dem Fenster der Lampe, was aber nicht 
unbedingt notwendig ist. 


-A-se- 
Br. 


Die Eichkurven wurden mit Hilfe reiner Cholsiurelésungen 
bekannten Gehaltes erhalten, die entsprechend den Untersuchungs- 
bedingungen hergestellt wurden. Bei der angegebenen Ausfiihrung 
der Reaktion und bei geeigneter Filterwahl trifft das Lambert- 
Beersche Gesetz mit geniigender Genauigkeit zu; die Konzentra- 
tionen zweier Lésungen verhalten sich zueinander wie ihre Extink- 
tionskoeffizienten (Tabelle III). 
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TABELLE ITT. 
Filter Ss;, bei 1,010 em Kiivettendichte. 


Eh ee | TiS E ex 100 
0,351 45,08 0,346 3,425 
0,703 24,60 0,609 6,025 
1,125 | 13,36 0,874 8,650 
1,406 8,41 1,076 1,064 


Die aus der Tabelle erhaltene Eichkurve zeigt die nachste- 
hende Figur. Der Verlauf der Kurve ist in dem untersuchten 
Konzentrationsbereich geradlinig (Fig. 3). 


Figur 3. 
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Bestimmung in der Galle. 

Eine Methode zur Bestimmung der Cholsiiure in der Galle, 
die sich als praktisch sehr brauchbar erwiesen hat, war folgende. 

Reagentien: 1) H2SO4 vom spez. Gew. 1,400 (50,11%). 2) 
1% wisserige Furfurollésung. Furfurol wird 2 mal redestilliert. 


156 T. Shimada: 


Die Lisung wird in einer verschlossenen Flasche im Hisschrank 
aufbewahrt, so ist sie wochenlang haltbar. 

Ausfiihrung: 1cem Galle wird in einem markierten Reagenz- 
elas genau abpipettiert, mit 10-15 cem 96%igem Alkohol kurz auf 
dem Wasserbade erwirmt, nach dem Abkiihlen mit bis zu 20 cem 
Alkohol versetzt und durch ein trockenes Filter filtriert. 1¢cm 
dieses Filtrates wird in ein Reagenzelas abpipettiert, der Alkohol 
verdampft, der Riickstand im Wasser zu 10 ccm gelost und wieder 
leem (0,35-1,4 mg Cholsiure) davon wird nun zur Bestimmung 
verwendet. 

leem dieser Losung wird mit 0,5cem 1%iger Furfuroll6sung 
und 5eem H.SO, (D 1,40) gut vermischt, leicht gestopselt und 40 
Minuten lang bei 65°C gehalten. Nach Vollendung der ersten 
Reaktion wird die Loésung nach dem Abkiihlen unter der Wasser- 
leitung mit 5cem Hisessig versetzt und gut gemischt. Die nach 
dem Ablassen der entstandenen feinen Blasen nun vollig klare 
Farblosung wird zur Ablesung der Lichtabsorption verwendet 
(gewohnlich nach 20-80 Minuten). Die Lichtabsorption wird dann 
mittels Pulfrich-Photometer bei 1em Ktivettendicke mit Filter 
S57 und Wasser als Kompensationsfliissigkeit beobachtet und daraus 
kann der gesuchte Cholsiurewert auf einfache Art aus der einmal 
gewonnenen Hichkurve mit Hilfe einer Errechnungstabelle, (siehe 
Tabelle V) errechnet werden. 

Der Galle zugesetzte Cholsiure wurde dureh diese Methode 
quantitativ wiedergefunden, wie aus Tabelle IV zu ersehen ist. 


TABELLE IV. 


Galle(1x300)| Geiciure | © | Chelatere | ma/ar | Pee 
(mg) | (ng) ae 
1,0 0,375 0,0563 0,666 66,6 aloe 
1,0 = 0,03 02 0,281 28,1 
1,0 0,375 0,1046 1,382 138,2 — 0,93 
1,0 — | 0,0802 1,020 102,0 
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TABELLE V. 
Umrechnungstabelle 
Na-Cholat | Na-Cholat | Na-Cholat 
ex 100 10 sare 
(mg) ae (mg) ae (mg) 
2,478 0,2 5,249 0,61 7,954 1,01 
2,545 0,2 5,318 0,62 8,022 1,02 
2,613 0,22 5,380 0,63 8,089 1,03 
2,681 0,23 5,453 0,64 8,157 1,04 
2,749 0,24 5,520 0,65 8,225 1,05 
2,816 0,25 : 
2,884 0,26 5,588 0,66 8,292 1,06 
2,952 0,27 5,656 0,67 8,360 1,07 
3,019 0,28 5,123 0,68 8,427 1,08 
3,087 0,29 5,791 0,69 8,495 1,09 
3,154 0,30 5,865 0,70 8,562 1,10 
3,222 0,31 5,926 0,71 8,630 Lh 
3,289 0,32 5,994 0,72 = 8,697 112 
Boor 0,33 6,061 0,73 8,765 JEG 
3,429 0,34 6,129 0,74 8,832 1,14 
3,492 0,35 6,196 0,75 8,900 SS 
3,560 0,36 6,264 0,76 9,968 1,16 
3,627 0,37 6,332 One 9,035 As 
3,695 0,38 6,399 0,78 9,103 1,18 
3,763 0,39 6,467 2 0,79 9,171 1,19 
3,830 0,40 6,534 0,80 9,239 1,20 
3,898 0,41 6,602 0,81 9,306 1,21 
3,965 9,42 6,670 0,82 9,373 1,22 
4,033 0,43 6,737 0,83 9,441 1,23 
4,101 0,44 6,805 0,84 9,509 1,24 
4,168 0,45 6,872 0,85 9,077 1,25 
4,236 0,46 6,940 0,86 9,644 1,26 
4,303 0,47 7,007 0,87 9,711 APH 
4,371 0,48 7,075 0,88 9,779 1,28 
4,439 0,49 7,143 0,89 9,847 1,29 
4,506 0,50 7,214 0,90 9,914 1,30 
4,574 0,51 7,278 0,91 9,982 IEAM 
4,641 0,52 7,346 0,92 10,056 1,32 
4,709 0,53 7,413 0,93 10,117 less 
4,777 0,54 7,481 0,94 10,185 1,34 
4,844 0,55 7,548 0,95 10,253 1,35 
4,912 0,56 7,616 0,96 10,320 1,36 
4.975 0,57 7,683 0,97 10,387 IBY 
5,047 0,58 7,751 0,98 10,455 1,38 
5,115 0,59 TsSL9. 0,99 10,523 1,39 
5,182 0,60 7,887 1,00 10,591 1,40 
10,658 1,41 
10,725 1,42 
10,794. 1,43 
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C. Das Verfahren zur Kolorimetrie. 


Die neue Farblésung kann auch zur kolorimetrischen Bestim- 
mung in ziemlich einfacher Weise und mit gentigender Genauig- 
keit herangezogen werden. Durch Vergleichen der Farbstarke 
einer unbekannten Losung mit einer annahernd eleichwertigen 
Standardlésung lasst sich die gesuchte Konzentration leicht und 
genau ermitteln. Man braucht dabei kein Farbfilter. Wenn aber 
die Konzentrationen beider Lésungen zu sehr von einander ver- 
schieden sind, werden auch die Farbeigenschaften zweier Losungen 
manchmal abweichen; dadurch wird in grésserem Konzentrations- 
bereich die Bestimmung mit einer einzigen Standardloésung er- 
schwert. Der Giiltigkeitsbereich des Beerschen Gesetzes ist in 
diesem Falle ziemlich eng, worauf auch von Doubilet bei seinem 
Verfahren besonders aufmerksam gemacht wurde (Fig. 4). 


Figur 4, 


Eichkurve bei 
05mg Standard 
10mm Hohe’ 
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Da aber die neue Farblosung dusserst stabil ist, wird die 
Bereitung einer geeigneten Standardlésung ziemlich erleichtert 
und so bereitet eine richtige Vergleichung beider Loésungen 
praktisch keine Schwierigkeit. Bei Benutzung von 0,5 meg Chol- 
sdure als Standard wurde die gesuchte Cholsiure von 0,35-0,75 mg 
mit zufriedenstellenden Resultaten wiedergefunden. (vgl. Fig. 4). 
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Ausfiihrung mit einer Gallenfliissigkeit. 

Als Reagentien dienen: 1) Furfurollésung, wie oben, 2) 
H2SO, (50%) und 3) Standardlésung: 0,1%ige alkoholische Chol- 
saurelosung. 

1 cem oder mehrere eem des alkoholischen Filtrates von einer 
Galle (0,35-0,75 mg Cholséure) werden in einem Reagenzglas genau 
abpipettiert und nachdem der Alkohol verdampft ist mit 2 ccm 
H2.SO4-Reagens und mit 0,2cem Furfurollésung versetzt, gut 
geschiittelt, leicht gestopselt und 30 Minuten bei 65°C gehalten. 
Erst danach wird die hier blau gefarbte Losung mit 2-5 eem 
Hisessig versetzt und gut gemischt. Nach 30 Minuten wird sie 
mit einer auf gleiche Art hergestellten Standardfliissigkeit in einer 
Hohe von 10mm kolorimetrisch verglichen. Die Errechnung der 
gesuchten Werte geschieht in tblicher Weise. Desoxycholsdure 
stért die Bestimmung nicht. Bei einer grossen Beimengung von 
Desoxycholséure, wie bei einem Mengenverhaltnisse von Cholsaure : 
Desoxycholséure=0,5:3—5 mg, tritt eine ziemlich starke Triibung 
auf, die auch durch mein Verfahren leicht beseitigt werden kann 
und die gesuchte Cholsdéure kann quantitativ wieder erfasst werden. 

Der Galle zugesetzte Cholsiure wurde durch diese Methode 
auch quantitativ wiedergefunden, wie aus der Tabelle VI ersicht- 
lich ist. 


TABELLE VI. 
Versuch mit Hundegale. 


Galle(1 x 100) caer (mg) 7 | Wiedergefunden 
(ccm) Zugesetzt Gefunden (%) 
1,0 = 0,697 
1,0 0,25 0,943 99,8 
1,0 — 0,697 
1,0 0,50 1,208 100,9 
1,0 == 0,378 
1,0 0,25 0,628 100,0 
1,0 -- | 0,378 
1,0 0,50 0,862 98,2 
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UBER DIE GALLENSAUREN DER SEEBARENGALLE. 


VON 


TANENAO MORI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 2, Mai 1938) 


In der Galle verschiedener Polartiere, bes. der Seehundarten, 
sollen nach Hammarsten (1909/10) zwei verschiedene Sduren 
vorgefunden werden, namlich die a- und die (-Phocaecholsaure. 
Spater wurde von Windaus und Schoor(1928) die $-Phocaechol- 
saure als 3.7.23-Trioxycholansaure erwiesen. 

Um die genetische Beziehung zwischen Gallensiuren und 
Nahrungsbestandteilen festzulegen, wurde die Galle verschiedener 
Tierspezien untersucht. In vorhegendem Versuch habe ich mich 
mit der Untersuchung der Galle eines Polartieres, des Seebaren 
(Otaria ursina), beschaftigt, welcher “Ottosei” genannt wird. Es 
wurde gefunden, dass in der Galle $-Phocaecholsaure und daneben 
auch eine kleine Menge von Cholsiure vorkommen, aber nicht die 
Hammarsten’sche a-Phocaecholsiure. Die $-Phocaecholsiure 
konnte nach der Methode von Windaus u. Schoor (1928) durch 
vorsichtige Oxydation mit Kaliumpermanganat in die Norchenodes- 
oxycholséure Co3H3g04 verwandelt werden, welche mit der aus 
Chenodesoxycholsdurediacetatcarbinol durch energische Oxydation 
erhaltenen Sdure (Ishihara 1938) Co3H3sO04 als identisch erwiesen 
wurde. Die $-Phocaecholséure ist also ohne Zwiefel 3.7.23-Trioxy- 
cholanséure, wie Windaus bereits bewiesen hat. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Die getrocknete Gallenblase des Seebiren ist etwa 4cm lang 
und 0,75 cm breit. Neun getrocknete Gallenblasen, die insgesamt 
43,5 wogen, wurden mit Alkohol erschépfend extrahiert. Der 
vom Lésungsmittel befreite Extrakt wurde in Wasser gelost und 
in iiblicher Weise hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit 
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verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Der so erhaltene Kuchen wurde 
mit Wasser gut durchknetet und dann in verdiinnter Ammoniak- 
lésung gelost. Diese Loésung wurde unter Ansauerung mit 
verdiinnter Salzsiure erschépfend ausgedithert. Aus dem Ather- 
auszug wurde die Gallensiiure mit verdiinnter Ammoniaklosung 
ausgezogen; aus der Atherschicht krystallisierte eine Menge Chole- 
sterin vom Schmelzpunkt 144° aus. Der Ammoniakauszug wurde 
unter Zusatz von Alkohol mit verdiinnter Salzséure angesduert und 
mit Petrolaither einige Male geschiittelt, um die Fettsauren zu ent- 
fernen. Die wasserige Alkoholschicht wurde mit Ammoniaklosung 
wieder alkalisch gemacht und auf dem Wasserbade mit 10%iger 
Bariumchloridlosung versetzt, wobei sich eine Menge von Krystall- 
nadeln des Bariumsalzes abschied. 


I. £-Phocaecholsiéure. 


Das getrocknete Bariumsalz (7,3¢) wurde nach Entfirbung 
mit Tierkohle aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. 
Feine Nadeln. Es wurde dann mit 5%iger Natriumearbonatlosung 
umgekocht, filtriert und mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die 
hierbei erhaltene freie Saiure wurde in Ather gelést und stehen 
gelassen, wobei sich ein Krystallisat abschied. Der abgesaugte 
Riuckstand wurde aus Aceton mehrmals umkrystallisiert. Blattchen 
vom Schmpt. 220-222°. Die Saure schmeckt bittersiiss und zeigte 
weder Myliussche noch Hammarstensche Reaktion. Lieber- 
mann-Reaktion: violettrot. 


Spezifische Drehung: 0,054 g Subst. im 10 cem ab. Alkohol, 
1=2dm, a=0,20°, [a]2=18,0°. 
3,005 mg Subst.: 3,116 mg COs, 9,103 mg H:20O, 
Cou Hos Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 70583 ,, 9,96, 
Methylester der Saéure: Der Ester wurde mit Atherischer 
Diazomethanlosung hergestellt und aus Methanol wnlsyatallasiert: 
Feine Nadeln vom Schmpt. 105°, 


IT. Norchenodesoxycholsdure. 


0,3 ¢ $-Phocaecholsiure wurden in 30 cem Aceton gelést und 


Uber die Gallensiiuren der Seebiirengalle. 163 


mit einer 10% igen Kaliumpermanganatlésung tropfenweise versetzt, 
bis keine Entfirbung der Kameleonlésung mehr eintrat. Dabei 
wurden in 5 Stunden 19 cem der Permanganatlésung verbraucht. 
Dann wurde die Reaktionsfliissigkeit mit Natriumbisulfitlésung 
versetzt, um das uberschtissige Oxydationsmittel zu reduzieren, und 
darauf mit verdiinnter Salzsiure angesiuert. Nach einer halben 
Stunde schieden sich Krystallnadeln ab. Ausbeute 0,lg. Sie 
wurden aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
197-198°. Bei Mischprobe zeigten sie kéine Schmelzpunktdepres- 
sion mit der Norchenodesoxycholsdure, die aus Chenodesoxychol- 
sdurediacetatearbinol (Ishihara 1938) hergestellt wurde. 
4,011 mg Subst.: 10,412 mg COs, 3,736 mg H20. 
C23HesOx.C2Hs0H Berss, © 70;70— 1, 10,45 
Gef. ,, 70,79 ,, 10,42. 

Der mit atherischer Diazomethanlosung hergestellte Methyl- 
ester der Saure krystallisiert in feinen Nadeln und schmilzt bei 
86-87°. 

3,847 mg Subst.: 9,977 mg COs, 3,584 mg H.O. 


C2sH100s.H2O 1Byereee 1G, UO IEE) Ae lem ss}, 
Get. 5,710,024 "L085; 


III. Cholsdure. 


Das vom Bariumsalz der /-Phocaecholsdure befreite ammonia- 
kalische Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsaéure ausgefallt. Die 
Fallung wurde wieder in Ammoniak gelést und mit 10%iger 
Bariumchloridlésung versetzt, wobei sich eine kleine Menge Nieder- 
schlag absetzte. Das abgesaugte Filtrat wurde unter Ansauerung 
mit verdiinnter Salzsiure ausgeiithert und der Atherauszug frei- 
willig verdunsten gelassen. Das dabei abgeschiedene Krystallisat 
wurde aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Tetraeder vom 
Schmelzpt. 197-198°. Ausbeute 0,07 g. Die Saure zeigt Mylius- 
sche und Hammarstensche Reaktion und mit reiner Cholsaure 
keine Schmelzpunktdepression. 


Spezifische Drehung: 0,0531 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
1=2dm, a=0,40°, -[a]2)=37,66". 
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4,000 mg Subst.: 3,478 mg COs, 10,324mg H:0. 
CoiH Os Bers © 70,53" Hi 9387 
Gef. ,, 70,28 >» 9,72. 

Aus dem von den obenerwihnten Gallensiuren befreiten 
Hydrolysat wurde Taurin nach, Hammarsten isoliert. Nadeln E 
vom Schmelzpunkt 297°. Sie sind in Wasser spielend leicht 
ldshch, aber nicht in Alkohol. : 
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SYNTHESE DER CHENODESOXYCHOLSAURE AUS 
DEHYDROCHENODESOXYCHOLSAURE DURCH 
BACILLUS COLI COMMUNIS. 


Von 


TAI SIHK SIAN. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 2. Mai 1938) 


Seitdem Stephenson u. Stickland (1930) im Bakterienleib 
eine Hydrogenase gefunden haben, sind viele Untersuchungen tiber 
die fermentative Wirkung der Bakterien auf die Sterine und die 
Gallensdure angestellt worden. Betreffs des Sterins ist bereits seit 
Bodzynski (1896) die Hydrierung des Cholesterins in Kopro- 
sterin durch Darmbakterien bekannt. Doch ist ihr Chemismus 
noch nicht eindeutig aufgeklart. 

Neulich hat nun Fukui (1937) unter Anwendung der De- 
hydrase und Hydrogenase von Colibacillen eine reduzierte 7-Oxy- 
3.12-diketocholanséure aus 3.7.12-Triketocholansiure gewonnen, 
welch letztere hierbei als Wasserstoffakzeptor funktionierte. 

In vorliegender Untersuchung habe ich die 3.7-Diketocholan- 
sdure als Wasserstoffakzeptor gewaéhlt und den Bacillus Coli 
Communis unter Zusatz von 3.7-Diketocholanséure in der Sasaki- 
schen Nahrlosung kultiviert. Aus dem Reaktionsgemisch wurde 
krystallinisch eine Dioxycholanséure erhalten, die durch die Misch- 
probe mit reiner Chenodesoxycholséure und durch die Herstellung 
des Diformylderivates nach Wieland und Gustav (1924) mit der 
in der Hiihnergalle natiirlich vorkommenden Chenodesoxycholsaure 
als ganz identisch erwiesen wurde, wobei auch eine Menge un- 
veranderter 3.7-Diketocholansiure wieder gefunden wurde. 

Durch Hydrogenase der Colibacillen werden also die beiden 
Ketogruppen in der Stellung Cz und C; der 3.7-Diketocholansaure 
hydriert, wahrend bei der 3.7.12-Triketocholansaure dadurch nur 
eine Ketogruppe an C7 hydriert wird. 
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Bei der kiinstlichen Hydrierung der 3.7.12-Triketosdéure wird 
erst die Ketogruppe am C3, dann am C; und endlich am Cy2 
reduziert, wie Schenk (1909), Wieland u. Borsch (1919) und 
Borsche u. Hallwass (1922) gezeigt haben. Bei der biologi- 
schen Hydrierung wird aber erst die Ketogruppe am C7; und dann 
am C3 reduziert, was von Fukui (1937) bei der Bildung der 7-Oxy- 
3.12-diketocholansiure aus 3.7.12-Triketocholanséure durch Coli- 
bacillen und von Kim (1937) bei der Bildung von a-3-Oxy-12-keto- 
cholansaure aus 3.12-Diketocholansaure durch Unterhefe beobachtet 
wurde. Die Ketogruppe am Cj» ist also am schwersten hydrierbar. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


2¢ 3.7-Diketocholanséure (Fp. 152°) wurden als Natriumsalz- 
losung in einem Kolben von 2 Liter Inhalt mit 1 Liter einer 
Sasakischen Nahrlosung (PH=7,4) versetzt, im Dampftopf 
sterilisiert und mit schiefen Agarkulturen von Bacillus Coli Com- 
munis (30 Osen) versetzt und unter Wattepfropfen im Brut- 
schrank bei 37-38° sechs Monate lang stehen gelassen, wobei der 
Kolbeninhalt einen Tag um den andern vorsichtig geschiittelt 
wurde. Bacillus Coli Communis wurde aus dem Faeces isoliert, 
bei 37° 48 Stunden lang auf dem Agarnahrboden in 14 Reagens- 
glasern kultiviert und, in 10 Kolben gleichmissig verteilt, zum 
Versuch verwendet. 


1. Isoherung der urspriinglichen Dehydrochenodesoxy- 
cholsaure. 


Nach 6 Monaten farbt sich das Kulturgemisch braunlich gelb 
an und es setzt sich am Boden des Kolbens unter schwacher 
Triibung einige Fallung ab, wobei das Milieu den PuH-Wert von 
6,5 zeigt. Diese Kulturgemische (10 Kolben) wurden im Vakuum 
unter 50° bis auf ungefahr 3 Liter eingeenet und mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefallt. Die Fallung wurde getrocknet und gut pul- 
verisiert. Ausbeute ca. 15g. 

Das Pulver wurde viermal mit absolutem Alkohol heiss extra- 
hiert. Beim Einengen dieses alkoholischen Extraktes schieden sich 
allmahlich viele Krystalle ab, die nach der Entfirbung mit Tier- 
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kohle aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurden. Feine 

Schuppen. Schmelzpt. 152°. Sie zeigten mit reiner Dehydrocheno- 

desoxycholsdure keine Schmelzpunktdepression. Ausbeute 7,5 g. 
5,001, 5,020 mg Subst.: 13,601, 13,641 mg COs, 4,156, 4,176 mg H.O. 


Ces 3004 Ber. C 74,18 H 9,34 
Get. 1 ,, 74,20, 7451 4, 9:30, 9,31, 


2. Isolierung der Chenodesoxycholsiure. 


Das von der Fallung der Dehydrochenodesoxycholsdure 
getrennte Filtrat wurde zur Syrupkonsistenz eingeengt, in 2%iger 
Ammoniaklésung gelost und unter Erwairmen mit 10%iger Barium- 
chloridlésung gefallt. Diese Fallung wurde aus 60%igem Alkohol 
umkrystallisiert. Das in Nadeln krystallisierte Bariumsalz betrug 
1,8g. Es wurde mit einer 5%igen Sodalosung umgekocht und so 
in ein Natriumsalz verwandelt. Die in iiblicher Weise hergestellte 
freie Saéure zeigte bei Liebermannscher Reaktion eine orange bis 
violette Farbe. Diese gut getrocknete freie Siure wurde in Ather 
digeriert und in eine atherlosliche und eine atherunlosliche Frak- 
tion geteilt. Aus der letzteren Fraktion wurde eine kleine Menge 
der in Schuppen krystallisierenden Dehydrochenodesoxycholsaure 
vom Fp. 151-152° erhalten. 

Die 4dtherlosliche Fraktion wurde abgedampft, in 2%ige 
Ammoniaklosung aufgenommen und mit 10%iger Bariumcholorid- 
losung ausgefallt. Die Fallung wurde aus 60%igem Alkohol um- 
krystallisiert. Schone Nadeln. Ausbeute 1,1 g. Dieses Barium- 
salz wurde in iiblicher Weise in freie Saure verwandelt und aus 
Essigester umkrystallisiert. 

Bei Liebermannscher Reaktion farbt sie sich rosarot bis 
kirschrot. Schmelzpunkt 110-115°. Bei Mischprobe mit reiner 
Chenodesoxycholsaure zeigt sie keine Schmelzpunktsdepression. 
Ausbeute 0,8 g. 

Spez. Drehg.: 0,065 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
1=2dm, a=+0,16°, [a]8=+12,3°. 

Diformyl-chenodesoxycholsaure. 

0,5¢@ freier Séure wurde in 1leem absoluter Ameisensdure- 
losung gelést und unter Riickfluss auf dem siedenden Wasserbade 
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8 Stunden lang gekocht. Das Reaktionsgemisch wurde im Schwefel- 
sdureexsiccator getrocknet und aus Alkohol mehrmals umkrystal- 
lisiert. Nadeln von Schmelzpunkt 180-181°. Ausbeute 0,25 g. Sie 
zesigt mit der Diformylchenodesoxycholsdure keine Schmelzpunkt- 
depression; letztere wurde aus der Chenodesoxycholsdure der 
Hiihnergalle nach Wieland wu. Gustav (1924) bereitet und 
schmilzt ebenfalls bei 180-181° (nach Wieland u. Gustav sintert 
sie bei 137° und sehmilzt bei 175°). 


Spez. Drehg.: 0,0507 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
j=2dm, Va—+- 0.22, [a]38 = +21,69°. 
4,120, 4,002 mg Subst.: 10,468, 10,198 mg COs, 3,276, 3,190 mg H.0. 
26H 100 Ber. C 69,59 H 8,99 
Gef.. 4,/ 69,30; 69550) 5, 18,90, 185922 


Doformyl-chenodesoxycholsaure aus Hiihnergalle. 


Spez. Drehb.: 0,0652 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
JOG, Gi= = OES. Dot = +21,47°. 
5,210, 5,020 mg Subst.: 138,261, 11,961 mg COs, 4,049, 4,015 mg HO. 
C26Hs006 Ber. C 69,59 H 8,99 
Gef. ;,, 69542, 69:51 - 5, 8,97, 8599. 
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